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1. INTRODUCCIÓN 
1.1. Epigenética 
 
l objetivo de la presente tesis doctoral es estudiar en detalle la 
capacidad catalítica que exhibe la familia de enzimas ADN-
Metiltransferasas.1 Estas enzimas llevan a cabo la metilación 
de algunas bases nucleicas del ADN participando en procesos 
conocidos como modificaciones epigenéticas.1,2  
El término epigenética proviene de la adición del prefijo griego επί- -
sobre- al término genética, proveniente a su vez del vocablo griego γενετικός, 
es decir, origen. Este nuevo término asociado a una nueva disciplina científica 
ha cambiado la forma en la que miramos ciertos aspectos relacionados con los 
procesos biológicos y la transmisión y codificación de material genético. Y es 
que recordemos que hasta hace poco parecía que todo nuestro material 
genético, nuestro origen, pudiera hasta cierto punto planificar nuestro devenir, 
ser un punto de partida rígido e inescrutable. Nacíamos con un material 
genético y moriríamos con él, aunque mediado, no se sabía bien cómo, por 
factores ambientales. La epigenética en tanto en cuanto a proceso que se 
adiciona sobre la genética desafía los dogmas clásicos de la simple 
codificación de la información en una doble hélice de ADN y es responsable de 
definir un estado celular de tipo específico del genoma con un conjunto 
diferenciado de genes activos e inactivos, es decir el epigenoma. Mientras que 
E 
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el genoma es, en general, idéntico para todos los tipos de células (Figura 1), el 
epigenoma es dinámico y específico de cada tipo de célula.3 Por tanto la 
metilación del ADN, junto con otros procesos que detallaremos a continuación, 
supone un mecanismo de ampliación del alfabeto genético. De esta manera se 
puede adicionar nueva información de manera estable pero reversible a las 
unidades básicas del código. En lo que respecta a los procesos de metilación, 
a la información que aportan las  bases nucleicas Adenina, Citosina, Guanina y 
Timina, hay que añadir la de los derivados metilados de Adenina y Citosina 
(únicas bases nucleicas que se han encontrado en sus formas metiladas 
experimentalmente). La metilación del DNA, por tanto, incrementa las 
combinaciones de codificación y por tanto la capacidad de almacenar 
información en nuestro código genético. Si el genoma humano tiene alrededor 
de 3200 millones de pares de bases, de ellas, ~3 × 107 serían bases Citosinas 
metiladas en el carbono 5 del ciclo aromático.3 Esta información epigenética 
que puede ser transferida de una generación a otra, fue descrito por primera 
vez en plantas y se ha logrado caracterizar para un amplio espectro de 
especies como bacterias, organismos superiores, como la mosca Drosophila, y 
en mamíferos, como ratones y humanos.1 
Aunque la mayoría de los organismos pluricelulares contienen idéntica 
información genética dentro de sus células, no es el caso en lo que respecta a 
su información epigenética. La información epigenética es codificada a nivel 
molecular por la metilación de bases nucleicas concretas y por varios tipos de 
modificaciones en la cromatina. Esta información tiene que ser traducida para 
definir tipos específicos de células que contengan conjuntos específicos de 
genes tanto activos como inactivos. Una vez establecido, este epigenoma tiene 
que ser replicado en cada ciclo de división celular, de tal manera que tanto la 
información genética como la epigenética tiene que ser duplicada. Todo ello, 
por tanto, implica la coordinación entre la replicación del ADN y los reguladores 
epigenéticos.4 
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Figura 1. Diferentes niveles de condensación del ADN. 
 
Las modificaciones epigenéticas según hemos indicado no afectan a la 
secuencia de nucleótidos. No son modificaciones genéticas sino que suponen 
la adición de un marcador químico sobre la información genética contenida en 
el ADN. Las modificaciones epigenéticas dan lugar a cambios estructurales y 
funcionales dentro de lo que se podría considerar un modelo dinámico de la 
cromatina regulando la actividad de ésta. Estos cambios facilitarán, o 
silenciarán, la expresión genética dependiendo del tipo de secuencias que la 
forman y de las modificaciones que se lleven a cabo. Para que las proteínas se 
unan a sus dianas en el ADN, y puedan llevar a cabo su función -por ejemplo 
de transcripción- es necesario primeramente que la cromatina, que se 
encuentra formada por múltiples unidades que constan de ADN y un octámero 
de Histonas llamado nucleosoma (Figura 2), sea accesible en la región 
específica, es decir, se descondense. Esto permite exponer la doble hélice del 
ADN a las proteínas interactuantes. El empaquetamiento de varios 
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nucleosomas para formar la cromatina y la del propio nucleosoma en torno al 
octámero de histonas restringe la actividad transcripcional. Por tanto para 
poder acceder a la secuencia de información objetivo se deberá de relajar tanto 
la superestructura, formada por la cromatina, como la estructura que conforman 
los nucleosomas. Esta tarea se  puede llevar a cabo de diferentes maneras. El 
empaquetamiento de las Histonas en un octamero (formado por dos 
subunidades que contienen a las histonas H2A, H2B, H3 y H4) deja “al 
descubierto” las regiones N-terminales de éstas pudiendo ser objeto de 
modificaciones covalentes. Estas modificaciones químicas se producen 
principalmente en residuos serina y lisina, y consiste en la acetilación, la 
metilación o fosforilación de estos residuos. A este tipo de procesos hay que 
añadir las modificaciones epigenéticas que tienen lugar en la propia cadena de 
ADN a través de la metilación selectiva de algunas de sus bases nucleicas. Por 
tanto, y aunque estos procesos están acoplados y relacionados, podemos 
separar los procesos epigenéticos en dos grupos: modificaciones epigenéticas 
en la cromatina  y en el ADN.5 Estas modificaciones epigenéticas tienen 
múltiples funciones biológicas que son utilizadas por organismos tanto 
procarióticos como eucarióticos. Así mismo están estrechamente relacionadas 
con procesos no deseados y enfermedades como el cáncer, problemas 
cardiovasculares o desregulaciones en el crecimiento.6,7  
 
1.1.1. Cambios en la cromatina debido a modificaciones 
en las Histonas 
La modificación de la cromatina3 consiste en facilitar la expresión de un 
gen a través de alteración de la estructura de la misma. Esto se lleva a cabo 
mediante complejos proteicos que son capaces de mover los nucleosomas que 
se encuentran empaquetados dejando expuesta la región de interés que se va 
a expresar genéticamente. Por ejemplo8 algunos complejos multiproteicos 
llevan a cabo una actividad ATPasa que desestabiliza el nucleosoma al romper 
los contactos del ADN con las histonas. Otro mecanismo de modificación de la 
cromatina consiste en las modificaciones post-traduccionales mediante la  
acetilación de las histonas que forman parte del octámero donde se enrolla la 
8 
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cromatina, son las llamadas HAT (histona acetil transferasas).8 Las HATs son 
enzimas que acetilan residuos lisina que se encuentran en las histonas al 
transferir un grupo acetilo desde la acetil CoA para formar ε-N-acetillisinas. De 
forma análoga, la desacetilación de las histonas (proceso catalizado por las 
histona desacetilasas HDACs) da lugar a una estructura de la cromatina, y por 
ende del nucleosoma, más condensada, lo que origina el silenciamiento de los 
genes que se encuentran en una determinada región. Otros procesos químicos 
utilizados por los organismos para regular los procesos de transcripción 
consisten en la fosforilación de las histonas en determinados residuos serina y 
la metilación de residuos lisinas.8 Se han localizado 60 residuos modificados 
diferentes de histonas y todo apunta a que este número seguirá creciendo.9 
Estas modificaciones también facilitan el acceso y la adición de proteínas al 
ADN actuando de forma interrelacionada con los procesos de acetilación de 
histonas. Todas estas modificaciones químicas que tienen lugar principalmente 
en los residuos N-terminales de las histonas que forman parte del nucleosoma 
junto al proceso de ubiquitinación, sumoilación, ribosilación del ADP, 
deiminación e isomerización de prolinas se han englobado en la llamada teoría 
del código de histonas.10 Según esta teoría las modificaciones epigenéticas 
producidas por la adición de grupos metilo, acetilo o fosfato aumentarían, tal y 
como hemos señalado con respecto a la metilación de las bases nucleicas del 
ADN, las posibilidades de codificación de información en el material genético, 
almacenándose en la cromatina.11 Además del mecanismo sinergético que 
supone el código de histonas, la función de estas modificaciones se compone 
de dos mecanismos. En primer lugar los marcadores químicos adicionados a 
las histonas afectan a las interacciones entre nucleosomas o entre un 
nucleosoma y el ADN al cambiar las cargas de las histonas. En segundo lugar 
estos marcadores representan un lugar de acoplamiento de proteínas 
específicas que darían lugar a diferentes estados celulares.8 
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Figura 2. Estructura cristalizada de un nucleosoma. Se muestra una doble 
hebra de ADN de 146 pares de bases (en rojo y azul) enrollada a un octámero de 
histonas (H2A, H2B, H3 y H4) representada en amarillo, verde, rosa y gris. Se aprecia 
como las colas terminales están expuestas al exterior. PDB ID: 1EQZ.12 
 
1.1.2. Metilación del ADN 
La metilación del ADN es otro de los mecanismos de modificación 
epigenética cuyo rol es fundamental en numerosos procesos celulares.1 La 
metilación del ADN está directamente relacionada a nivel transcripcional con 
los mecanismos epigenéticos de silenciamento y expresión de  genes.13,14 
Dicho proceso supone un mecanismo de estabilización de la estructura de la 
cromatina y regula la unión de complejos proteicos a regiones concretas de la 
cromatina. También se asocia a la regulación de la impronta genética,15 la 
inactivación del cromosoma X16 y procesos cancerígenos.17 La metilación del 
ADN se lleva a cabo por las enzimas ADN-Metiltransferasas (ADN-MTasas) 
que transfieren un grupo metilo desde el cofactor S-adenosil-L-metionina (SAM) 
(Figura 3) a una base nucleica en una región específica del ADN.1 Las bases 
metiladas provenientes de diferentes organismos que se han encontrado hasta 
la actualidad son la N6-metiladenina, la N4-metilcitosina y la C5-metilcitosina 
10 
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(Figura 4). Cabe recalcar que la adición de un grupo metilo al ADN en las 
citadas posiciones no altera las propiedades de apareamiento entre bases 
nucleicas y que el grupo metilo se sitúa en el surco mayor del ADN. Esta 
posición del grupo químico transferido permite a proteínas interactuantes con 
ADN el reconocer y detectar secuencias y regiones específicas.  
 
S
H3C
H3N
CO2
N
NN
N
NH2
O
OHOH
HH
HH
 
Figura 3. Cofactor S-adenosil-L-metionina (SAM), uno de los dadores de metilo 
más comunes en catálisis enzimática. 
 
Cabe clarificar llegados a este punto como se distribuyen las distintos 
tipos de bases nucleicas metiladas en diferentes organismos. Mientras que en 
células procariotas se han encontrado bases metiladas correspondientes a su 
variantes N6-metiladenina, la N4-metilcitosina y la C5-metilcitosina, la 
metilación del ADN en la posición C5 de una base citosina es catalogada en la 
bibliografía como el único proceso de metilación del ADN en organismos 
eucarióticos.1 Aunque hasta la fecha sólo hay evidencia de este tipo de 
metilación en mamíferos, la variante de N6-metiladenina que generalmente se 
considera como característica de bacterias se ha encontrado en ADN de 
protistas y plantas.18 El floreciente campo de la epigenética todavía tiene que 
desvelar muchos de sus misterios, y aunque parece que el grado de metilación 
de bases adeninas en mamíferos es bajo –o inexistente- es actualmente un 
campo activo de investigación.19 Así mismo, cabe distinguir entre las funciones 
del mecanismo de metilación del ADN en organismos procarióticos y 
eucarióticos.  
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Figura 4. Bases metiladas del ADN.  
 
En organismos procarióticos la metilación del ADN se usa para coordinar 
la replicación del ADN y el ciclo celular,20 para dirigir la reparación del mal 
emparejamiento postreplicativo, y para distinguir ADN propio y extraño 
(asociado con sistemas de restricción/modificación cuya función es la de 
defender a la bacteria frente a bacteriófagos).1 Cabe destacar que la metilación 
del ADN en su variante N6-metiladenina es la encargada de regular la 
virulencia bacteriana junto a otras funciones como la replicación, reparación, 
expresión y transposición del ADN por lo que es un interesante objetivo en el  
campo de desarrollo de antibióticos.21  
En organismos eucarióticos la metilación del ADN contribuye al control 
de la expresión genética, a la protección del genoma contra ADN redundante 
(egoísta), mantenimiento de la integridad del genoma, impronta parental, 
inactivación del cromosoma-X en mamíferos, además de la regulación y 
desarrollo celular.22 Así, en mamíferos la metilación del ADN desempeña 
muchas funciones importantes. Es la única manera de codificar información de 
un modo estable pero reversible, por lo que es ideal para controlar procesos 
como la diferenciación celular o el desarrollo embrionario y también está 
involucrada en la regulación genética como puede ser en la represión de la 
expresión genética y en la reducción del ruido transcripcional en organismos 
con genomas complejos.1,23 Además participa en muchos procesos biológicos, 
incluyendo enfermedades humanas que están influenciadas por esta 
metilación. Se han observado alteraciones en el patrón de metilación en tejidos 
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cancerosos, lo cual es de especial importancia clínica en lo que respecta al 
diseño de inhibidores de las ADN-MTasas, que se pueden usar para invertir los 
efectos de la metilación del ADN.24,25 
En mamíferos la metilación del ADN tiene lugar en la posición C5 del 
ciclo aromático de una base nucleica citosina. Además este tipo de metilación 
tiene lugar generalmente en bases nucleicas que están conectadas a una 
guanina, es decir en los llamados dinucleótidos CpG, donde la letra p indica el 
grupo fosfato que une a una citosina con una guanina, en la secuencia del 
ADN. En un genoma perteneciente a mamíferos entre un 60% y un 90% de las 
citosinas que pertenecen a un dinucleótido CpG se encuentran metiladas.23 
Aun así sólo el 4% del total de todas las citosinas del genoma humano están 
metiladas.23 Cabe señalar que una base citosina metilada puede mutarse en 
timina por lo que el dinucleótido CpG se encuentra infrarrepresentado 
estadísticamente en mamíferos. Mientras que la mutación de citosina a uracilo 
tiene lugar a través de la desaminación de la citosina y posee un mecanismo 
propio de reparación, la mutación de citosina a timina no posee un mecanismo 
propio, aunque existen al menos dos enzimas de reparación de los T/G mal 
emparejados.1 Estos motivos repetitivos CpG que encontramos en el genoma 
se han encontrado, en una alta densidad, en muchas regiones reguladoras de 
expresión genética. Así se ha establecido el término islas CpG para estas 
regiones y se caracterizan por el siguiente patrón: las regiones de genes en un 
promotor que contienen islas CpG no metiladas son expresadas, mientras que 
las que presentan un grado anormalmente alto de metilación están silenciadas, 
un proceso especialmente relacionado con el cáncer.26 
Al proceso de metilación del ADN en mamíferos se la han ido sumando 
otras modificaciones químicas asociadas que están siendo objeto de estudio 
actualmente. Un estudio reciente también muestra como las enzimas C5-ADN-
MTasas catalizan de forma reversible la adición covalente de aldehídos 
exógenos a la secuencia de acción específica de estas enzimas.27 Se ha 
reportado que en el genoma de mamíferos también se encuentra una variante 
oxidada del grupo metilo de la C5-metilcitosina, la C5-hidroximetilcitosina.28 
Este hecho está unido a otro proceso de gran importancia que es el proceso de 
desmetilación ligado al de metilación.29 En el proceso de desmetilación una 
13 
Introducción 
base C5-metilcitosina es convertida a citosina y puede tener lugar de forma 
pasiva o activa.2 La desmetilación pasiva ocurre tras varios ciclos de replicación 
del ADN sobre un ADN hemimetilado.30 El ADN hemimetilado es ADN que 
posee una de sus hebras metiladas y la otra no (nótese que un CpG estará 
emparejado con otro GpC susceptible de ser metilado). La desmetilación activa 
viene mediada por la acción de una enzima con actividad demetilasa y se ha 
propuesto que esto podría llevarse a cabo de dos maneras diferentes: a través 
de una enzima glicosidasa que escindiría la base citosina metilada, siendo la 
lesión reparada por la maquinaria celular, o a través de de un mecanismo 
oxidativo.31 Este mecanismo es llevado a cabo por la familia de enzimas TETs 
(acrónimo de Ten Eleven Translocation metilcitosina dioxigenasa) que 
convierten C5-metilcitosinas a C5-hidroximetilcitosina que posteriormente serán 
reparadas.32 Otra variante de este mecanismo oxidativo consiste en la 
oxidación de la citosina por parte de las TETs, la transformación de la citosina 
oxidada a una base uracilo oxidada a través de las enzimas AID (activación-
inducida citosina deaminasa, por sus siglas en inglés) o APOBEC (enzima 
editora de la apolipoproteína B mediante ARNm semejante al polipéptido 
catalítico, por sus siglas en inglés) y finalmente la transformación a citosina por 
la acción de la enzima TDG (timina ADN glicosilasa) o SMUG1 (mono-hebra 
selectiva monofuncional uracil ADN glycosilasa) y BER (reparación de excisión 
de bases, por sus siglas en inglés) (Figura 5).33 
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Figura 5. Posible mecanismo de desmetilación activa de Citosinas. 
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1.1.3. Otros procesos epigenéticos 
Los procesos anteriormente descritos constituyen la principal maquinaria 
de regulación epigenética. Sin embargo nuevos estudios en el campo 
empiezan a señalar a otros procesos como el ARN no codificante,34 los 
priones,35 el efecto posicional del cromosoma36 y los mecanismos Polycomb37 
como posibles candidatos a participar de los mecanismos epigenéticos.  
El ARN no codificante –también llamado ARN no codificante de 
proteínas- es ARN transcrito del ADN pero que no es traducido en proteínas. El 
ARN no codificante habitualmente comparte tanto proteínas como 
componentes del ARN con la secuencia del ARN de interferencia (ARNi) por lo 
que puede influenciar los procesos epigenéticos de la metilación del ADN y la 
señalización de la cromatina. De esta manera el ARN no codificante puede 
interaccionar con genes para regular el silenciamiento o expresión de estos así 
como guiar la metilación.34  
Los priones (famosos por estar involucrados en la enfermedad de las 
vacas locas) son partículas infecciosas formadas por una proteína, es decir, a 
diferencia de otros agentes como virus, bacterias u hongos, que contienen 
material genético, un prion únicamente posee una estructura formada por 
aminoácidos. Los priones son capaces de replicar su estructura de manera 
autocatalítica, influenciando la expresión genética y pudiendo dar lugar a 
enfermedades.38 La expresión epigenética también se halla influenciada por la 
herencia estructural donde estados alternativos de complejos 
macromoleculares dan lugar a diferentes fenotipos.35 
La topología de la cromatina puede ser definida por la posición y 
espaciado de los nucleosomas que forman parte de ella, el código de histonas 
–al que nos hemos referido anteriormente-, la modificación covalente de 
histonas y del ADN, la cantidad de complejos proteicos de unión a esta, la 
localización en el nucleoplasma y el proceso dinámico que supone el ciclo 
celular.36 Todo ello caracteriza su nivel de compactación. Así se define 
generalmente la eucromatina como el estado descondensado y la 
heterocromatina como el estado más condensado.36 De esta manera la 
posición en la que se encuentre un determinado gen influencia su expresión 
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siendo posible recolocarlo tanto en una región perteneciente a eucromatina o 
heterocromatina potenciando su expresión o silenciamiento respectivamente. 
La familia de enzimas Polycomb está involucrada en el remodelamiento de la 
cromatina lo que ha abierto un nuevo espectro de mecanismos epigenéticos.37 
 
1.1.4. Daños y mutaciones en el ADN 
Los daños que se producen en el ADN también pueden dar lugar a 
modificaciones epigenéticas. El genoma es continuamente atacado por agentes 
dañinos tanto endógenos como exógenos. Estos agentes pueden dar lugar a 
un gran número de lesiones en el ADN: lesiones oxidativas de las bases 
nucleicas, lesiones que forman dímeros de timina, rupturas de una  hélice del 
ADN o rupturas de la doble hélice.39 A pesar de ello la célula posee medios de 
repuesta para contrarrestar los efectos de estas lesiones a través de los 
mecanismos de punto de control celular y reparación del ADN.40 
 
1.2. Genética vs Epigenética. Una reflexión. 
Además de las consideraciones científicas, realizadas desde las ciencias 
naturales, que hemos expuesto en esta somera introducción, cabría establecer, 
aunque solo sea brevemente, un puente de unión entre éstas y aspectos más 
ligados a las ciencias del espíritu41 tal como bien ha venido recomendando 
desde hace tiempo en sus escritos de filosofía de la ciencia y más 
recientemente en su libro “Para la tercera cultura” Paco Fernádez Buey.42 La 
tercera cultura supondría un diálogo entre ciencias experimentales, sociales y 
naturales. Es decir un nuevo marco epistemológico omniabarcante, contrario a 
los estadios fragmentados que caracterizan a las disciplinas científicas, sobre 
todo a partir de la modernidad. Si, siguiendo a T. Kuhn en sus reflexiones en 
torno a la filosofía de la ciencia,43 la ciencia consistiría en un proceso histórico 
que sufre de ciclos donde se replantean los paradigmas consensuados en una 
comunidad (científica) entonces la supuesta objetividad de algunos de sus 
postulados debería de ser críticamente analizada con la finalidad de avanzar 
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hacia un siguiente estadio de pensamiento. La teoría científica es una 
adaptación humana a la inconmensurabilidad del fenómeno natural. Pues bien, 
la epigenética es un pequeño paradigma de esto. Si todavía podemos 
encontrarnos con postulados esencialistas en el mundo que nos rodea en torno 
a la disposición genética de los individuos, quiere decir que hace falta mayor 
labor pedagógica en torno al tema que nos concierne para explicarlo y 
comprenderlo rigurosamente. La falacia naturalista que supone el hecho de 
aplicar el determinismo biológico a procesos profundamente complejos y 
dinámicos, escamotea la profunda naturaleza humana, a saber, su capacidad 
de emancipación y plasticidad. La epigenética muestra lo poco que sabemos 
sobre nuestra propia naturaleza que en otra época, y en ocasiones 
actualmente, parecía inmutable. ¿Cuántas veces no hemos visto una 
representación del humano como una máquina casi perfecta pre-programada? 
Ciertas enfermedades tienen una base hereditaria y genética, ciertas 
predisposiciones, nuestras características físicas, pero parece que también 
nuestra ideología política, nuestras creencias religiosas, nuestros 
comportamientos delictivos, sociales o, lo que sería más bien performativo, de 
género por citar sólo unas pocas.44 Si la relación entre nuestros genes y sus 
resultados se tratara en toda su intrincada riqueza responderíamos a las 
afirmaciones esencialistas quizá de manera menos determinista. No 
caparíamos la dimensión emancipadora, y analizaríamos factores ambientales 
y socioculturales.  
 
1.3. ADN-Metiltransferasas 
Ya hemos distinguido entre las diferentes subfamilias de ADN-
Metiltransferasas que pueden operar tanto en diferentes bases nucleicas como 
en diferentes posiciones de estas bases y en diferentes organismos. A 
continuación describiremos las ADN-Metiltransferasas que se conocen en 
organismos eucariotas y procariotas, así como sus características más 
importantes. 
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1.3.1. Volteado de la base 
Una característica que comparten todas las ADN-Metiltransferasas así 
como otras enzimas que interaccionan con el ADN es el mecanismo 
denominado volteado de la base.45 En general el mecanismo de volteado 
consiste en la rotación de enlaces pertenecientes al esqueleto del ADN para 
exponer un nucleótido al exterior, perdiendo éste su pareja de apareamiento 
canónico de Watson-Crick, y pudiendo por tanto convertirse en substrato para 
una reacción química catalizada por la enzima. Este fenómeno también ha sido 
identificado en enzimas que trabajan reparando el ADN y enzimas que 
modifican al ARN debido posiblemente a que también requieren del contacto 
con las bases nucleicas del ADN o porque necesitan espacio para unirse al 
esqueleto de la doble hélice.46-48 El volteado de la base es necesario debido a 
que el mecanismo catalítico de metilación del ADN requiere del contacto 
cercano entre el centro activo enzimático y  la base nucleica objetivo a metilar. 
El mecanismo concreto de volteado de la base difiere de unas enzimas a otras 
ya que depende de los aminoácidos que la enzima posea para interaccionar 
con el ADN y de la secuencia de bases nucleicas donde se encuentra la base 
que se va a voltear. En las ADN-Metiltransferasas el mecanismo de volteado de 
la base ha sido objeto de estudios recientes tanto experimentales como 
computacionales cuyo objetivo ha sido el analizar en detalle la naturaleza de 
este fenómeno.49-53 Se ha calculado la energía libre asociada al proceso y se ha 
estudiado si la ruta con menor coste energético para el volteado de la base 
tiene lugar en el surco mayor o en el menor.50-52 También se ha estudiado la 
posibilidad de que la enzima M.HhaI C5-ADN-Metiltransferasa se una a 
secuencias de reconocimiento donde se encuentra un nucleótido diferente al 
objetivo, y pueda, a pesar de ello, voltearlo e introducirlo en el centro activo.49 
También se ha estudiado si el volteado de la base tiene lugar antes, durante o 
después de la unión a la proteína que lleva a cabo el proceso químico.54 En 
general, y como se puede apreciar en las estructuras cristalizadas de 
complejos enzima-ADN con bases volteadas,45 la estabilización de la estructura 
del ADN con la base volteada tiene lugar gracias a la formación de 
interacciones entre la proteína y los grupos fosfatos del ADN, principalmente en 
los alrededores de la base a voltear, gracias al uso de lazos (ó loops en inglés) 
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enzimáticos que abrazan al ADN tanto en el surco mayor como el menor y a la 
inserción de la base nucleica en un centro activo compacto.45,55 Al margen de 
estas características generales, cada complejo enzima-ADN posee 
características únicas en lo referente al proceso de volteado de la base y a la 
adaptación estructural del complejo enzima-ADN.45  
 
1.3.2. ADN-Metiltransferasas pertenecientes a mamíferos 
Como ya hemos señalado, en mamíferos la única modificación del ADN 
que se ha podido establecer ha sido la metilación en la posición C5 de 
citosinas. Se han encontrado cuatro variantes de enzimas ADN-
Metiltransferasas pertenecientes a mamíferos, también abreviadas 
frecuentemente como DNMTs en la bibliografía: la DNMT1, DNMT2, DNMT3a y 
DNMT3b. Estas DNMTs son tanto funcional como estructuralmente distintas 
entre ellas.23,55  
Las enzimas DNMT3a y DNMT3b están encargadas de la metilación 
llamada de novo,22 es decir de establecer el patrón inicial de metilación en 
dinucleótidos CpG. Además cabe añadir un factor proteico denominado 
DNMT3L que se une en un complejo multiproteico junto a la enzima DNMT3a 
(Figura 6). La unión de la enzima DNMT3L a DNMT3a parece ser de gran 
importancia ya que estudios de mutaciones de residuos aminoácidos en la 
interfaz entre ambas enzimas muestran la supresión de la actividad catalítica. 
Si comparamos las enzimas DNMT3a y DNMT3b, ambas encargadas de la 
metilación de novo, se aprecia cómo tienen distribuciones similares de los 
dominios que las conforman. Estas enzimas se caracterizan por poseer un 
dominio N-terminal variable, un dominio PWWP (prolina-triptófano-triptófano-
prolina) que podría estar implicado en la unión a regiones no específicas del 
ADN, un dominio constituido por un gran número de cisteínas unidas a tres 
cationes Zn y por último el dominio C-terminal encargado de la actividad 
catalítica. Este domino catalítico se caracteriza por tener alta homología con 
respecto a la enzima bacteriana M.HhaI C5-MTasa, que además fue la primera 
enzima caracterizada donde la base citosina estaba volteada.56 Por estas 
razones la enzima bacteriana ha sido objeto de numerosos trabajos tanto 
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experimentales como computacionales usándola como modelo de estudio del 
proceso epigenético de metilación.57-63  
 
 
Figura 6. Estructura cristalizada de un dímero del complejo DNMT3a 
(representado en verde)-DNMT3L (representado en azul). PDB ID: 2QRV.64 
 
La enzima DNMT1 (Figura 7) es la encargada de mantener el patrón de 
metilación de los dinucleótidos CpG durante la replicación y reparación del 
cromosoma, por lo que se le conoce como Metiltransferasa de mantenimiento.23 
Esta enzima tiene  mayor afinidad por los substratos de ADN que se 
encuentran hemimetilados, es decir donde una de las hebras ya se encuentra 
metilada, aunque muestra una baja actividad enzimática de novo hacia 
citosinas situadas o no en posiciones CpG.65 Se ha caracterizado una 
estructura de rayos-X compuesta de la enzima DNMT1 junto a una doble hebra 
de ADN que no contiene dinucleótidos CpG metilados. El hecho de que el ADN 
no se encuentre metilado en la secuencia específica da lugar a que la unión 
entre la enzima y el ADN se produzca en una conformación del complejo que 
produce la auto-inhibición de la enzima.66 Esto prevendría a la enzima de 
metilar sustratos no hemimetilados. También se ha reportado la estructura de 
esta misma enzima junto a un sustrato ADN hemimetilado. En esta estructura 
la base citosina a metilar se encuentra insertada en el centro activo de la 
enzima interaccionando con residuos responsables de catalizar el proceso de 
metilación (PDB ID: 4DA4).67 El mecanismo alostérico, antes citado, que exhibe 
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la enzima DNMT1, explicaría por tanto como una enzima que posee una gran 
homología con la enzima bacteriana M.HhaI es capaz de frenar su actividad 
catalítica en determinadas circunstancias. 
 
 
Figura 7. Representación de la enzima DNMT1 (sólo se encuentran 
cristalizados los residuos del 650 al 1602) con una doble hebra de DNA de 19 pares 
de bases sin metilar. El ADN está representado en amarillo, en azul se representa al 
subdominio análogo a las enzimas bacterianas, en rojo se representa el loop catalítico, 
en rosa el subdominio BAH1, en naranja el subdominio BAH2, en morado el análogo 
del cofactor S-adenosil-L-homocisteina (SAH) y los iones cinc en verde. PDB ID: 
3PT6.66 
 
Por último cabe nombrar a la subfamilia de enzimas ADN-
Metiltransferasas DNMT2. Las enzimas pertenecientes a esta subfamilia son 
relativamente pequeñas en comparación con los otros miembros de la familia. 
Constan de 391 residuos aminoácidos en humanos y su actividad catalítica 
como Metiltransferasa no se ha podido clarificar.68 Estas enzimas también se 
caracterizan por ser estructuralmente muy parecidas a las ADN-
Metiltransferasa procarióticas como la enzima M.HhaI. 
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1.3.3. ADN-Metiltransferasas pertenecientes a células 
procariotas 
Las células procariotas poseen como ya hemos visto tres subtipos de 
ADN-Metiltransferasas. La única enzima N4-ADN-Metiltransferasa que se 
encuentra cristalizada es la enzima M.PvuII perteneciente al organismo Proteus 
Vulgaris.69 La cadena proteica consta de 326 residuos y aunque esta estructura 
cristalina está resuelta junto a un análogo del cofactor SAM, no lo está con el 
substrato de la reacción. Esta enzima, que forma parte del sistema de 
restricción-modificación de la bacteria, se caracteriza por poseer una estructura 
en forma de V que posee una hendidura donde se sitúa el cofactor y que 
alberga espacio suficiente para acomodar una doble hélice de ADN (Figura 8). 
A los residuos que se hallan entre el número 53 y 67 se les considera parte del 
loop catalítico el cual tendría la labor de realizar interacciones específicas con 
la secuencia de reconocimiento.  
Las N4-ADN-Metiltransferasas catalizan la transferencia de metilo desde 
el cofactor SAM a la posición N4 de una base citosina que está situada en la 
secuencia de reconocimiento 5’-CAGCTG-3’.1 Las N4-ADN-Metiltransferasas 
se caracterizan por tener un motivo que se conserva en diferentes organismos 
procariotas.1 Este motivo catalogado como motivo IV consta de los residuos 
Ser-Pro-Pro-Phe y está situado en el centro activo enzimático. Se postuló que 
estos residuos junto a un residuo aspartato conectado por enlace de hidrógeno 
a la serina del centro activo podrían catalizar la reacción de metilación (Figura 
9).69 El mecanismo de reacción general consistiría en la transferencia del grupo 
metilo desde el cofactor SAM al nitrógeno exocíclico de la base nucleica 
citosina y la abstracción de uno de los protones pertenecientes a este nitrógeno 
exocíclico por medio de una base presente en el centro activo, aunque los 
detalles del mismo se desconocen.69 
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Figura 8. Estructura cristalizada de la enzima N4-ADN-Metiltransferasa 
M.PvuII. El análogo SAH del cofactor natural está representado en amarillo y el loop 
que contiene a los residuos catalíticos en rojo. (PDB ID: 1BOO).69 Se muestra el centro 
activo ampliado con el análogo SAH del cofactor y los residuos más importantes 
situados en el centro activo. 
 
N
N
DNA
O
N4
Met
S
Ade
CH3
O O
Asp
H H
O
Ser
H
O Pro
Pro
B
 
Figura 9. Mecanismo general de reacción para la reacción catalizada por las 
enzimas N4-ADN-Metiltransferasas. 
 
Las enzimas N6-ADN-Metiltransferasas catalizan la transferencia de un 
grupo metilo desde el cofactor SAM a la posición N6 de una base nucleica 
adenina situada en la secuencia de reconocimiento TCGA.1,70 Las enzimas que 
pertenecen a esta subfamilia de metiltransferasas se caracterizan por tener en 
el motivo IV la serie de residuos Asp/Asn-Pro-Pro-Tyr dependiendo de si 
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pertenecen a la subclase α/β ó γ respectivamente.71 Estos residuos están 
situados en el centro activo enzimático conservado a lo largo de la familia y 
actuarían catalizando la transferencia de metilo. Las N6-ADN-Metiltransferasas 
están estructuralmente compuestas por dos dominios lobulares, uno contiene el 
dominio catalítico donde se sitúa tanto el centro activo como el cofactor y el 
otro dominio es el encargado de reconocer la secuencia específica del ADN.1 
Aunque en las enzimas N4-ADN-Metiltransferasas no se puede distinguir por 
tamaño a estos dos dominios, en general tanto en las N6 como en las C5-ADN-
Metiltransferasas el dominio catalítico constituye el dominio grande mientras 
que el dominio pequeño es el encargado de la interacción de reconocimiento 
con el ADN. Solo hay una estructura cristalizada de N6-ADN-Metiltransferasa 
con su substrato ADN. Esta enzima, denominada M.TaqI, pertenece al 
organismo Thermus aquaticus, pertenece a la subclase γ y actúa sobre una 
base nucleica adenina en la secuencia de reconocimiento TCGA. La estructura 
cristalizada consta de la proteína, de la cual se han cristalizado 393 residuos 
faltando los veinte primeros aminoácidos, y se encuentra resuelta junto a una 
doble hebra de ADN de diez pares de bases y un análogo del cofactor, el 5'-
deoxi-5'-[2-(amino)etiltio]adenosina (AETA).70 En la Figura 10 se aprecia el 
domino grande donde se une el cofactor y se sitúa la base del ADN volteada e 
insertada en el centro activo enzimático así como el domino pequeño que 
interactúa con la parte del surco menor de la secuencia de reconocimiento. 
 
Figura 10. Estructura de la enzima M.TaqI complejada con un decámero de 
ADN (PDB ID:1G38).70 Se muestra el centro activo ampliado con el análogo AETA, la 
base adenina volteada y los residuos más importantes que establecen interacciones 
de enlace de hidrógeno con ésta. 
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El mecanismo catalítico que tiene lugar en estas enzimas consistiría en 
la transferencia de metilo al nitrógeno N6 exocíclico de la adenina y la 
abstración de uno de los protones enlazados al nitrógeno N6, aunque los 
detalles del mecanismo, si esta reacción es concertada o por pasos y si la 
transferencia de metilo tiene lugar antes o después de la abstracción de protón, 
se desconocen (Figura 11).70 
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Figura 11. Mecanismo general de reacción para la reacción catalizada por las 
enzimas N6-ADN-Metiltransferasas de la subclase γ. 
 
Por último las enzimas C5-ADN-Metiltransferasas bacterianas son las 
más estudiadas por su homología tanto estructural, en lo que se refiere a los 
dominios implicados en la catálisis y unión del cofactor, como mecanística con 
respecto a las enzimas C5-ADN-Metiltransferasas pertenecientes a mamíferos. 
Se han realizado numerosos estudios bioquímicos, computacionales y 
estructurales sobre estas enzimas bacterianas por lo que se han convertido en 
un sistema modelo de estudio de sus hermanas mayores pertenecientes a 
mamíferos.57-59,61,63,72-79 Las C5 Metiltransferasas se caracterizan también por 
poseer un dominio grande donde se sitúa el centro activo, se inserta la base 
nucleica volteada y se une el cofactor, y un dominio pequeño encargado del 
reconocimiento de la secuencia específica.1,63 Hay varias estructuras cristalinas 
disponibles de la enzima C5-ADN-Metiltransferasa siendo la más estudiada la 
perteneciente a la bacteria Haemophilus haemolyticus (M.HhaI). Esta enzima 
cataliza la reacción de metilación en la posición C5 de la citosina, subrayada a 
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continuación, situada en la secuencia de reconocimiento 5’-GCGC-3’ en una 
doble hebra de ADN.1 La estructura cristalina consta de la enzima formada por 
327 residuos, el análogo desmetilado del cofactor SAM, es decir el SAH, y a 
una doble hebra de ADN con la citosina objetivo volteada e introducida en el 
centro activo enzimático (Figura 12).63  
 
 
Figura 12. Estructura de la enzima M.HhaI complejada con un dodecámero de 
ADN (PDB ID:2HR1).63 El lazo (loop en inglés) catalítico está representado en violeta. 
Se muestra el centro activo ampliado con análogo del cofactor SAH, la base citosina 
volteada y los residuos más importantes que establecen enlace de hidrógeno con ésta. 
 
En el centro activo la citosina está interaccionando por enlaces de hidrógeno 
con un residuo Glu119, dos argininas (Arg163 y Arg165) y con la Phe79. 
Además, la Cys81 se encuentra a una distancia de 2.82 Å del C6 de la citosina. 
Varias aguas de cristalización están también presentes en el centro activo 
indicando que podrían tener un rol importante en el mecanismo de reacción.  
El mecanismo de reacción en las C5-ADN-Metiltransferasas consiste en 
primer lugar en la formación de un enlace covalente entre un residuo cisteína 
presente en el centro activo con la posición C6 de la citosina, seguido de la 
transferencia de metilo desde el cofactor a la posición C5 del anillo aromático 
de la citosina objetivo. Posteriormente mediante una reacción de β-eliminación, 
tiene lugar la abstracción del protón sobrante de la posición C5 del anillo y la 
rotura del enlace cisteína-citosina, pudiéndose liberar los productos de la 
reacción.1 El mecanismo de reacción plantea muchas preguntas en torno a su 
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naturaleza (Figura 13). Así no está claro si el mecanismo tiene lugar en 
diferentes pasos y o si es concertado, si participa en él, y cómo lo hace, un 
residuo glutamato presente y conservado en el centro activo, o cuál es la base 
capaz de abstraer un protón en el paso de β-eliminación que es químicamente 
complicado.1,57-63,72,75,80  
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Figura 13. Mecanismo general de reacción para la reacción catalizada por las 
enzimas C5-ADN-Metiltransferasas. 
 
1.4. Cáncer y epigenética. 
El cáncer es una enfermedad que posee componentes tanto de origen 
genético como epigenético.7 Por esta razón la influencia de la metilación del 
ADN en el desarrollo de cáncer ha sido objeto de estudio en las últimas 
décadas.24,81 Se ha comprobado que muchos tipos de tumores tienen 
alteraciones importantes en los procesos de metilación de la cromatina.7 
 La hipermetilación da lugar al silenciamiento de la expresión 
genética.17,26 Un mecanismo de generación de distintos tipos de cáncer es la 
hipermetilación en genes supresores tumorales, con el consiguiente 
silenciamiento e inhibición de su función. En los tejidos tumorales el porcentaje 
de islas CpG que se encuentran metiladas es significativamente mayor en 
comparación con tejidos normales.82 Así mismo durante el inicio del proceso 
tumoral se produce un alto porcentaje de hipometilación del genoma asociado 
a la célula potencialmente cancerígena. Esta hipometilación da lugar a un 
aumento de la inestabilidad del genoma y pueden aparecer anomalías 
cromosómicas. Estudios donde se ha suprimido la expresión de ADN-
Metiltransferasas como la DNMT1 o la DNMT3B revelan que la falta de 
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metilación del ADN da lugar a procesos de mutaciones en la cromatina que 
daría lugar a procesos cancerígenos.83 También se halla ligado a estos 
procesos el mecanismo de desaminación de citosinas metiladas. Este proceso 
de desaminación da lugar a una mutación que cambia una base nucleica 
citosina por una timina. Las islas CpG con una alta densidad de citosinas 
metiladas tiene por tanto una alta probabilidad mutagenética habiéndose 
comprobado que en ciertos tumores las mutaciones predominantes son 
debidas a la mutación de citosina a timina en las regiones de dinucleótidos 
CpG.24,84 Los procesos epigenéticos que consisten en modificaciones químicas 
de las histonas también tienen una relación directa con procesos 
cancerígenos.7 Por ejemplo ciertos complejos con actividad acetilasa o metilasa 
de histonas, que por tanto modifican la cromatina, se sobreexpresan en tejidos 
cancerígenos.85  
Por tanto, los procesos de regulación de la metilación del ADN están 
implicados en la iniciación y progresión de procesos cancerígenos. El estudio 
de estos procesos abre nuevas vías al desarrollo de fármacos anticancerígenos 
porque el estado de metilación de la bases nucleicas se puede modificar, ya 
que el proceso de metilación es reversible, y porque se pueden inhibir 
determinadas enzimas con actividad metiltransferasa,  
 
1.5. Inhibidores de ADN-Metiltransferasas 
Debido a que el proceso de metilación se encuentra estrechamente 
relacionado con múltiples procesos biológicos, el campo de desarrollo de 
fármacos que actúen sobre las enzimas ADN-Metiltransferasas ha venido 
desarrollándose en las últimas décadas.25,86,87 Se pueden desarrollar inhibidores 
específicos de las ADN-Metiltransferasas bacterianas con actividad antibiótica, 
por ejemplo de bacterias causantes de salmonelosis, tuberculosis o cólera, ya 
que estas enzimas sólo aparecen en estos organismos causantes de estas 
enfermedades y los procesos de metilación están relacionados con la virulencia 
patógena de las bacterias.21,88 Una estrategia es la de desarrollar análogos del 
cofactor SAM que se unan a la enzima e inhiban el proceso de metilación. Sin 
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embargo la gran variedad de Metiltransferasas presentes en organismos vivos 
que comparten al SAM como cofactor supone un grave impedimento para esta 
estrategia ya que aumenta la toxicidad de la droga suministrada.88 Para evitar 
este problema se han desarrollado los inhibidores bisubstratos. Estos 
inhibidores poseen catacterísticas tanto del dador como el aceptor de metilo 
por lo que es una estratégia de diseño de fármacos más atractiva que puede 
lograr mayor selectividad.21 
Al margen de los inhibidores relacionados con el cofactor se pueden 
distinguir dos grandes grupos de inhibidores que están siendo objeto de 
estudio. Estos dos grupos se componen de análogos de los nucleósidos y los 
que no lo son. Los inhibidores basados en nucleósidos más importantes que 
poseen actividad anticancerígena son el Zebularine,89 5-fluorodeoxicitidina, 5-
Azacytidine y su análogo 2’-deoxi (Decitabine) (Figura 14).90 Estos compuestos 
son incorporados al ADN y pueden actuar formando un aducto covalente con 
las ADN-Metiltransferasa que resultaría un complejo suicida. La droga 
Zebularine,89,90 por ejemplo, imita a un intermedio del mecanismo de reacción 
atrapando a la enzima mediante un complejo covalente.89 A pesar de la potente 
actividad de este tipo de inhibidores, todavía quedan por resolver problemas de 
toxicidad para disminuir los efectos secundarios de estos compuestos. El 
segundo grupo de inhibidores formados por los inhibidores no-nucleósidos está 
formado por compuestos que actúan mediante diferentes mecanismos. Algunos 
ejemplos de estos inhibidores actúan de manera reversible en su unión con las 
ADN-Metiltransferasas y son fármacos ya en uso, como drogas 
cardiovasculares, como la Hidralazina o Procainamida, compuestos naturales, 
como los polifenoles, y algunos antibióticos.86 Otros inhibidores no nucleósidos 
que se están investigando son oligómeros específicos que se unen al ADN 
inhibiendo la metilación enzimática de dinucleótidos CpG.91 Estos fármacos 
actúan previniendo la translación de la enzima ADN-Metiltransferasa a lo largo 
del ADN. Por todo lo expuesto, si logramos entender con detalle el mecanismo 
de reacción catalítico de las enzimas ADN-Metiltransferasas, así como las 
interacciones específicas y dinámicas que estas enzimas forman con el ADN, 
podremos desarrollar drogas más específicas y trazar estrategias de diseño de 
fármacos. 
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Figura 14. Estructura de los inhibidores de las enzimas C5-ADN-
Metiltransferasas.  
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2. FUNDAMENTOS TEÓRICOS  
 
l desarrollo en las últimas décadas de procesadores más 
rápidos y eficientes ha permitido realizar simulaciones de 
sistemas químicos que en el pasado eran inabordables. El 
estudio de sistemas con un gran número de grados de libertad se puede tratar 
matemáticamente como la resolución de ecuaciones diferenciales, la 
evaluación de integrales y la diagonalización de matrices, lo que está ligado al 
desarrollo y mejora de la capacidad computacional, la introducción de técnicas 
de computación en paralelo así como el desarrollo de código optimizado para 
estas técnicas. Actualmente las simulaciones por ordenador constituyen una 
poderosa herramienta para estudiar la naturaleza de sistemas químicos cada 
vez más complejos abordando cuestiones hasta hace poco tiempo inaccesibles 
como las propiedades dinámicas de fases condensadas, el plegamiento de 
proteínas o las reacciones y la catálisis en disolución o medios enzimáticos, por 
nombrar solo unas pocas. 
En una simulación de un sistema químico la definición de nuestro 
sistema, la correcta exploración del “paisaje” energético y el análisis y la 
recopilación de los datos generados durante la simulación constituyen los 
pasos esenciales del estudio. En la descripción del sistema se introducen 
habitualmente varias aproximaciones. Mediante la aproximación Born-
Oppenheimer92 se introduce la separación del movimiento nuclear del 
E  
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electrónico, esto es, la separación efectiva de los grados de libertad 
electrónicos y nucleares. Además los núcleos serán tratados, habitualmente, 
mediante la aproximación clásica. Posteriormente debemos definir el potencial 
efectivo en el que se mueven dichos núcleos. Podemos tratar a las partículas 
pertenecientes al sistema mediante los métodos de la mecánica cuántica (QM 
por sus siglas en inglés) o mediante potenciales basados en expresiones 
clásicas en función de las coordenadas nucleares (mecánica molecular, MM). 
Si describimos al sistema mediante la QM podremos obtener información 
relativa a las propiedades electrónicas del sistema. En el tratamiento clásico los 
electrones no se describen explícitamente.  
El siguiente factor a tener en cuenta es la correcta exploración del 
“paisaje energético”. El hecho de que tengamos que explorar espacios de 
elevada dimensionalidad hace que la exploración de este espacio sea 
complicada y por ello es necesaria la utilización de técnicas estadísticas que 
simplifiquen el problema tales como el método de Monte Carlo93 (MC) y el de la 
Dinámica Molecular94 (MD por sus siglas en inglés). Mediante el método de 
Monte Carlo se pueden investigar las propiedades de un sistema que son 
independientes del tiempo. En este caso el colectivo estadístico se genera 
mediante simulaciones estocásticas. En las simulaciones de MD se pueden 
estudiar también las fluctuaciones temporales analizando las fuerzas que 
actúan sobre las partículas de nuestro sistema. La simulación se realiza y 
avanza en el tiempo al resolver las ecuaciones de movimiento para las 
partículas de nuestro sistema lo cual se lleva a cabo mediante la integración de 
las ecuaciones diferenciales correspondientes. Esto nos lleva a la cuestión de 
tener que asumir un compromiso entre el número de átomos del que consta 
nuestro sistema, el tiempo simulado y el método con el cual vamos a describir 
al sistema. Por supuesto que la calidad de la simulación dependerá del grado 
de refinamiento de nuestra descripción pero a medida que el nivel de cálculo 
sea más preciso tendremos que pagar un precio computacional, a veces, 
inabarcable. Para el análisis de sistemas compuestos de miles o cientos de 
miles de átomos es necesario el uso de potenciales o campos de fuerza MM. 
Estos campos de fuerza consideran, en principio, a los sistemas en su estado 
fundamental y no incluyen los grados de libertad asociados al movimiento de 
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los electrones. El movimiento más rápido en un sistema de estas 
características es la vibración de los átomos de hidrógeno enlazados a 
heteroátomos por lo que el tamaño de paso de nuestra simulación debe ser de 
~1 fs, alcanzándose simulaciones en la escala del μs ó ms.95 Sin embargo la 
descripción de un sistema de este tamaño mediante métodos que incorporen 
explícitamente a los electrones (métodos QM) resulta inabarcable hoy en día. 
Según lo expuesto anteriormente, y tal y como propusieron Karplus,96,97 
Warshel y Levitt,98 podemos hacer un uso combinado de ambas metodologías 
o descripciones de nuestro sistema. A estas técnicas se les llama métodos 
multiescala o híbridos QM/MM y combinan distintos niveles de cálculo en una 
misma simulación. Esto permite hacer uso de métodos de alto nivel para la 
descripción de un subsistema donde los grados de libertad electrónicos tengan 
que ser incluidos y métodos de bajo nivel que describan al resto del sistema, 
pudiéndose llegar a un compromiso adecuado entre el grado de precisión 
química deseado y el coste computacional. Así, podemos investigar procesos 
químicos de resorganización electrónica que tienen lugar en sistemas grandes 
como por ejemplo generalmente son los sistemas biológicos. Los métodos 
híbridos hacen uso por tanto de métodos QM para describir la región de más 
interés químico, donde tiene lugar la transformación química más relevante, 
mientras que el resto del sistema se tratará mediante métodos MM.  
Por último debemos de tener en cuenta el análisis de los datos 
generados a partir de las simulaciones de MD. Para el análisis de determinadas 
propiedades esto puede requerir el promedio o el seguimiento con el tiempo de 
algunas variables, siendo necesario el muestreo de una pequeña región del 
espacio de fases que está cercano a la configuración inicial. Sin embargo en 
otras ocasiones necesitamos explorar regiones del espacio de fases que se 
encuentran lejos unas de otras, o separadas por altas barreras energéticas. En 
las reacciones químicas, por ejemplo, tendremos que muestrear distintas 
regiones del espacio de fases de estados de alta energía que serían raramente 
visitados por nuestras simulaciones. Además las reacciones químicas tienen 
lugar en la escala del ms, o mayor, por lo que nuestros tiempos de simulación 
no alcanzarían a mostrar el proceso espotáneamente debido a que la 
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probabilidad de encontrar a un estado en el conjunto canónico es proporcional 
a la exponencial de -E·(kBT)-1 , donde E es la energía del estado asociado, kB la 
constante de Boltzmann y T la temperatura. Por tanto el muestreo de los 
estados de más alta energía por donde trascurre la reacción química será 
deficiente. De ahí la importancia de la utilización de métodos que nos permitan 
mejorar el muestreo para explorar regiones que de otra manera serían 
inaccesibles en simulaciones cortas.99-104 Para ello deberemos de escoger 
minuciosamente la coordenada de reacción apropiada para describir el cambio 
químico que tiene lugar en nuestro sistema.105-107  
Tras esta breve introducción, en los siguientes apartados se procederá a 
explicar más detalladamente los distintos métodos que se han utilizado para 
estudiar en profundidad los problemas que se han abordado en esta tesis 
doctoral. 
 
2.1. Métodos Híbridos QM/MM 
Cuando nuestro objeto de estudio son las reacciones que catalizan las 
enzimas en su centro activo tenemos que tener en cuenta miles o cientos de 
miles de átomos y sus interacciones. Además si queremos simular el entorno 
en nuestras simulaciones tendremos que incluir el solvente explícitamente lo 
que hace más costoso nuestro cálculo.  
Para un sistema de tales características la descripción de todas las 
partículas que lo forman mediante la QM resulta impracticable desde el punto 
de vista computacional, incluso si utilizáramos métodos semiempíricos,108 ya 
que el coste de resolver las ecuaciones mecano-cuánticas aumenta 
rápidamente con el número de electrones. Por otra parte mediante mecánica 
molecular (MM), mucho más barata en tiempo de cálculo, no es sencillo 
estudiar reacciones químicas en las que tiene lugar la formación y ruptura de 
enlaces. Una solución a este dilema es dividir el sistema químico bajo estudio 
en dos partes que se influyen mutuamente: una parte descrita mediante la 
mecánica cuántica (subsistema QM) que será aquella que contenga los átomos 
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que participen en el proceso químico propiamente dicho,  en la que se produce 
la rotura y/o la formación de enlaces, y otra parte descrita mediante la 
mecánica molecular (subsistema MM), que será aquella que no participa 
directamente en la reacción pero que influye de forma decisiva en la misma y 
es representada como un conjunto de átomos gobernados por potenciales 
clásicos.  
 
  
 
 
 
 
 
Figura 15. Esquema de la división del sistema para ser estudiado mediante la 
metodología QM/MM. 
 
Debido a la imposibilidad de simular un sistema infinito tendremos que 
definir además una región de contorno de nuestro sistema, como se observa en 
la Figura 15. A la hora de separar los subsistemas debemos de tener en 
cuenta:  
- Cualquier enlace que vaya a ser formado o roto deber permanecer en el 
subsistema QM. 
- Cualquier átomo o grupo de átomos que cambien su hibridación deben 
permanecer en el subsistema QM. 
- Los sistemas aromáticos o conjugados no podrán partirse, deberán 
mantenerse en un solo subsistema.  
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- Cuando se espera que los efectos de segundos o terceros átomos sean 
importantes, esos átomos deberán permanecer en el mismo subsistema 
de cálculo. 
- En los métodos QM/MM no se permite la transferencia de carga entre 
los diferentes subsistemas. Por lo tanto, la partición no debe dividir 
secciones entre las que se espere una transferencia de carga. 
Para calcular las energías y fuerzas del sistema se construye un 
Hamiltoniano electrónico efectivo, ˆefH , y se resuelve la ecuación de 
Schrödinger independiente del tiempo para la energía potencial del sistema, E, 
y la función de onda de los electrones de los átomos QM, Ψ . La función de 
onda depende de las coordenadas de los electrones y paramétricamente de los 
núcleos QM, r y αR  respectivamente, y de las posiciones de los átomos MM, 
MR .  
 ˆ ( ; , ) ( , ) ( ; , )ef M M MH Eα α αΨ = Ψr R R R R r R R   (2.1) 
Dicha función de onda describe la densidad electrónica de la región 
cuántica sometida a las interacciones que crea el entorno, asumiendo que no 
existe transferencia de carga entre ambos subsistemas. La energía se calcula 
para cada posición de los núcleos QM y de los átomos MM, mediante la 
siguiente ecuación que se resuelve mediante un proceso autoconsistente: 
 
ˆ| H |
|
efE 〈Ψ Ψ〉=
〈Ψ Ψ〉
  (2.2) 
El Hamiltoniano efectivo para el sistema total se puede escribir como la 
suma de cuatro términos: 
 ef QM MM QM/MMˆ ˆ ˆ ˆ ˆCCH H H H H= + + +   (2.3) 
donde ˆQMH  corresponde al Hamiltoniano de la región cuántica, cuya expresión 
es equivalente a la que tendría el subsistema en vacío. Éste describe las 
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interacciones entre los electrones y núcleos de los átomos QM y que consta de 
la suma de la energía cinética de los electrones y las energías potenciales de 
interacción electrón-electrón, electrón-núcleo y núcleo-núcleo: 
  
2
ˆ ˆ ˆ ˆ
1 1ˆ
2 r r R
QM i ii i
QM i
i ij iij i
H K U U U
Z ZZH
α αα
α βα
α αβα αβ
= + + +
= − ∇ + − +∑ ∑ ∑ ∑
  (2.4) 
donde i, j representan las coordenadas electrónicas, α y β las coordenadas 
nucleares, r la distancia electrón-electrón o electrón-núcleo, R las distancias 
núcleo-núcleo, 2∇  es el operador laplaciano y Z es la carga nuclear.  
El Hamiltoniano ˆMMH  depende de las posiciones de los átomos tratados 
mediante mecánica molecular, y no depende explícitamente de las 
coordenadas de los electrones de los átomos QM, de modo que éste término 
puede sacarse de la integral (2.2) y se representa mediante: 
 
MM MM
MM enlace no enlace
enlace enlaces ángulos diedros
electrostáticano enlace van der Waals
Hˆ E
E E E
E E E E
E E E
=
= +
= + +
= +
  (2.5) 
La energía MM se calcula mediante un campo de fuerzas mecánico-
molecular. En este campo de fuerzas los átomos se representan como cargas 
puntuales, junto a los correspondientes parámetros de van der Waals, 
centradas en los átomos para así calcular las interacciones entre átomos que 
no están unidos por un enlace. Las interacciones a corta distancia se evalúan 
mediante términos asociados a distancias de enlace, ángulos de enlace y 
ángulos diedros que constituyen la conectividad de la molécula. Denominamos, 
por tanto, campo de fuerza al conjunto de términos energéticos y parámetros 
que describen a nuestro sistema. La forma genérica de los términos de enlace 
suele ser del tipo cuadrático (potencial armónico), mientras que para los 
términos de torsión se utilizan desarrollos de series de Fourier y para los 
términos electrostáticos y de van de Waals se suelen emplear las expresiones 
de Coulomb y de Lenard-Jones, respectivamente.109 Los términos de no enlace 
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se calculan para todos los pares de átomos, excepto para aquellos  separadas 
por menos de 3 ó 4 enlaces dependiendo del campo de fuerzas (Figura 16). De 
esta manera se eliminan del cálculo de no enlace las contribuciones de átomos 
directamente enlazados (interacciones 1-2) y las de aquellos separados por 
dos enlaces (interacciones 1-3). Las interacciones 1-4, es decir las de aquellos 
átomos separados por tres enlaces, se calculan o no en función del campo de 
fuerzas empleado, aunque esta interacción se suele escalar multiplicándola por 
un factor.109 
 
 
Figura 16. Representación de interacciones 1-2, 1-3 y 1-4 en una molécula. En 
línea discontinua se representan las interacciones intermoleculares. 
 
El Hamiltoniano de acoplamiento entre ambos sistemas QM/MMΗˆ  puede 
ser expresado como la suma de tres términos: la contribución electrostática, la 
de Van der Waals y la de polarización.  
 elec vdW polQM/MM QM/MM QM/MM QM/MMˆ ˆ ˆ ˆH H H H= + +   (2.6) 
El término que corresponde a la polarización entre subsistemas polQM/MMHˆ
se suele despreciar en la mayoría de implementaciones ya que la polarización 
del subsistema MM tendría como resultado el tener que resolver el 
Hamiltoniano total de manera autoconsistente debido a la variación de la 
función de onda cuántica en presencia de cargas clásicas que varían. 
Actualmente existen distintos programas que tienen en cuenta este término en 
los cálculos del Hamiltoniano de acoplamiento.110,111 Si expresamos en 
unidades atómicas la ecuación (2.6) y obviamos el término correspondiente a la 
polarización, nuestro Hamiltoniano vendría dado por una expresión del tipo:109 
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QM MM
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Z q A BqH
r R R R
α α α
α α α α
 
= + +  
 
∑ ∑ ∑   (2.7) 
donde qM es la carga de los átomos clásicos y Zα es la carga nuclear de los 
átomos cuánticos (los subíndices α hacen referencia a los núcleos de los 
átomos QM y los subíndices M a los átomos MM). El primer término de la 
ecuación (2.7) representa las interacciones electrostáticas entre los átomos MM 
y los electrones de los átomos QM, y al implicar a las coordenadas electrónicas 
será resuelto junto al Hamiltoniano cuántico de manera autoconsistente. El 
segundo término representa las interacciones electrostáticas entre los átomos 
MM y los núcleos de los átomos QM, y el tercer término describe las 
interacciones de van der Waals entre átomos MM y átomos QM, siendo A y B 
los parámetros de un potencial 6-12 de Lennard-Jones que modela estas 
interacciones. Estos parámetros dependen sólo del tipo de átomos implicados, 
por lo que son completamente transferibles de un sistema a otro.112   
 Por último, tenemos que considerar un término adicional, el de contorno 
ΗˆCC , que se introduce para compensar la ruptura del sistema y para que las 
interacciones de larga distancia, como las de tipo electroestático, estén 
adecuadamente representadas. Existen diferentes técnicas para resolver este 
problema: 
- Condiciones de contorno deformables:113  En esta técnica se aplica un 
potencial de tipo radial a determinados átomos de las moléculas de 
disolvente (por ejemplo, el oxígeno en caso del agua). La forma de este 
potencial hace que la fuerza que se aplica sobre los átomos dirigida hacia 
el centro del sistema sea mayor conforme aumente la distancia al origen 
del potencial. Con esta técnica se intenta evitar la aparición de algunos 
efectos no deseados, como la evaporación de moléculas de disolvente. 
- Condiciones periódicas:114  El sistema se sitúa en el interior de una celda 
unidad (generalmente en un cubo o paralelepípedo), formada por el soluto 
más las moléculas del disolvente, la cual se repite periódicamente por 
traslación en las tres dimensiones del espacio (Figura 17). De esta manera 
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las moléculas del sistema que se sitúan en la celda unidad interaccionan 
con las imágenes replicadas pudiéndose simular el entorno que constituye 
la disolución a través de interacciones de larga distancia. Esta técnica tiene 
el inconveniente de que una mala elección del tamaño de la celda unidad, 
así como de las distancias a partir de las cuales se obvian las interacciones 
del tipo de no enlace (cutoff) pueden introducir errores en los cálculos. 
 
 
Figura 17. Representación esquemática de la aplicación de condiciones 
periódicas. La celda cuadrada central, resaltada en rojo, es replicada en las tres 
dimensiones del espacio. 
 
Finalmente podemos expresar la energía total de nuestro sistema como 
la suma de los valores de cada término del Hamiltoniano efectivo: 
 QM MM QM/MM CCE E E E E= + + +   (2.8) 
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Y las fuerzas sobre los núcleos QM, αF , y de los átomos MM, MF , se obtienen 
diferenciando la ecuación (2.2) respecto a las coordenadas cartesianas de los 
núcleos y átomos clásicos. 
 Eα = −∇F αR   (2.9) 
 Eα = −∇F MR   (2.10) 
2.1.1. Distancias de corte 
En principio en el cálculo de la energía de nuestro sistema tendríamos 
que calcular todas las interacciones de no enlace para todos los pares de 
átomos de nuestro sistema. Esto, sin embargo, daría lugar a un cálculo muy 
costoso computacionalmente además de que una parte importante del esfuerzo 
se realizaría para evaluar interacciones muy poco significativas. Para poder 
llevar a cabo cálculos a un coste computacional razonable sin perder precisión 
en nuestros resultados se emplea la estrategia de establecer unas distancias 
de corte (cutoff en inglés) a partir de las cuales se ignoran las interacciones no 
enlazantes. Sólo se contabilizarán las interacciones entre pares que se 
encuentren a una distancia menor que la definida por ese radio de corte. 
Figura 18. Representación gráfica de las aproximaciones para reducir el número de 
interacciones: Truncado (rc =12Å), función conmutación (rin=8Å, rout=12Å) y función 
desplazamiento (rc=12Å). 
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Las estrategias de corte pueden adoptar distintas funciones para el 
cálculo de las interacciones de no enlace (ver Figura 18):109 
- Truncado: se desprecia toda interacción a partir de una determinada 
distancia. No es muy adecuado porque pequeños desplazamientos de los 
núcleos puede cambiar el número total de interacciones y pueden introducir 
discontinuidades en la función de energía y sus derivadas. 
- Suavizado: se emplean funciones que, a partir de un determinado valor de 
la distancia, producen una caída suave del valor de la energía de 
interacción. Se utilizan dos tipos de funciones: la función de conmutación 
(switch) o la función de desplazamientos (shift). La primera estrategia 
emplea dos radios de corte, rin y rout, entre los que se produce el 
decaimiento de la función. Todos aquellos pares cuya distancia sea mayor 
de rout no serán incluidos en el cálculo de las interacciones (ver ecuación 
2.11).  
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  (2.11) 
La segunda estrategia define mediante la función expresada en la ecuación 
(2.12) un único radio de corte, rc, por lo que el suavizado se aplica a todo el 
rango de distancias válidas hasta que finalmente se hace igual a cero. 
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  (2.12) 
Ambas funciones proporcionan una variación continua de la energía y de 
su primera derivada. La elección del cutoff dependerá principalmente de la 
precisión que se quiera obtener en el cálculo de la energía de interacción y del 
tiempo de cálculo disponible, aunque en general se consideran adecuados 
radios de corte de 10 Å o más.115 
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2.1.2. Tratamiento de los átomos frontera 
Otra característica a tener en cuenta en este tipo de metodología es el 
tratamiento de aquellos átomos QM que forman enlaces covalentes con átomos 
que quedan en la región MM. En el estudio de reacciones en sistemas 
biológicos encontraremos frecuentemente que algunos aminoácidos que se 
encuentran en el centro activo participan activamente en la reacción, es decir 
en los procesos de formación o ruptura de enlaces covalentes, y deberán, por 
tanto, ser tratados cuánticamente. También puede ser deseable incluir 
determinados aminoácidos para tener en cuenta una posible transferencia de 
carga desde el sistema reactivo. Así, se nos plantea el problema de dónde se 
producirá el corte o división entre ambos subsistemas y de qué aproximación 
nos permitirá satisfacer las valencias de los átomos que definen el enlace.  
Existen varios métodos para realizar dicha partición: los métodos que 
emplean átomos de unión adicionales (link atoms),97,116 los métodos basados en 
el formalismo del campo local autoconsistente (LSCF)117-120 y los métodos 
basados en el orbital híbrido generalizado (generalized hybrid orbital, 
GHO).117,121 En los primeros se saturan las valencias de los átomos cuánticos 
afectados por el corte empleando átomos de unión de modo que sustituyen a la 
región MM del enlace frontera, siendo el átomo tratado a nivel QM invisible a la 
parte MM, ya que no se tiene en cuenta las interacciones entre el denominado 
link atom y los átomos del subsistema clásico (Figura 19). Aunque tanto la 
naturaleza del átomo de unión como la interacción de éste con el entorno 
clásico no están consensuadas, la opción más común es la de emplear átomos 
de hidrógeno para saturar la valencia, ya que las electronegatividades de los 
átomos de carbono e hidrógeno son similares, y la de no incluir sus 
interacciones con el subsistema clásico. 
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Figura 19. Representación de la metodología de link atoms para el tratamiento 
de los enlaces frontera entre las regiones QM y MM. 
En el segundo tipo de métodos los enlaces frontera son descritos 
mediante orbitales de enlace localizados, excluidos del cálculo autoconsistente 
(SCF) y definidos por sus coeficientes de hibridación y su población electrónica. 
Los orbitales que describen los enlaces correspondientes al átomo de la parte 
QM y al átomo frontera no son optimizados y permanecen congelados pero 
pueden polarizar al subsistema QM ya que actúan como densidades de carga 
congeladas (Figura 20). Una de las desventajas de este método es que 
requiere su parametrización previa para cada caso particular. 
 
 
Figura 20. Representación esquemática del método LSCF para dividir las 
regiones QM y MM. 
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En los últimos métodos citados para la partición del sistema QM/MM se 
hace uso de orbitales atómicos híbridos, divididos en orbitales auxiliares y 
orbitales activos. Esta metodología hace uso de un orbital molecular optimizado 
para representar al enlace frontera pero además este orbital se encuentra 
rodeado de un entorno cargado que representa más fielmente la realidad. Los 
orbitales activos se optimizan junto al resto de los orbitales pertenecientes al 
subsistema QM de manera autoconsistente (Figura 21). Este método tiene la 
ventaja de que el orbital activo depende del tipo de átomo implicado y no tiene 
que ser parametrizado en cada caso. 
 
Figura 21. Representación esquemática del método GHO para dividir las 
regiones QM y MM. 
 
Por último, recalcar que la partición entre los subsistemas QM y MM 
debe estar situada lo más lejos posible de la zona reactiva, para evitar que las 
aproximaciones que hemos mencionado puedan influir en la calidad de 
nuestros resultados. 
 
2.2. Dinámicas Moleculares 
Al estudiar procesos químicos que tienen lugar en medios condensados, 
existen muchísimos grados de libertad, por lo que los estados estacionarios 
estarán formados por muchas conformaciones que se diferencian en pequeños 
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cambios geométricos y energéticos (Figura 22). Por tanto tendremos que 
calcular valores promedios de las propiedades del sistema sobre diferentes 
conformaciones para que puedan ser comparadas con valores experimentales. 
De esta manera, en lo relativo a la reactividad química, aunque el cálculo y 
análisis de una superficie de energía potencial (SEP) es de gran utilidad para 
caracterizar el mecanismo de reacción que tenga lugar en un centro activo 
enzimático, será necesario explorar los colectivos compuestos por múltiples 
conformaciones asociados a diferentes estados de reactivos, intermedios, 
estados de transición y productos.  
 
Figura 22. Perfil de energía potencial para un sistema en el vacío (a) y paisaje 
de energía libre en un medio condensado (b). 
 
El método empleado en esta tesis doctoral para evaluar las contribuciones 
de distintas configuraciones a las propiedades de los sistemas estudiados se 
basa en el estudio de la dinámica de los núcleos atómicos que lo 
conforman.94,122 Hay varias formulaciones para el estudio dinámico del sistema 
pero empezaremos con la definición del Hamiltoniano del sistema. La forma 
clásica puede ser expresada como la suma de la energía cinética más la 
potencial, 
E
Coordenada de
Reacción
a) b)
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donde pi es el momento cinético de la particula i, Ri su vector posición y ˆefH  es 
el potencial efectivo que viene dado por la ecuación (2.3). Podemos derivar las 
ecuaciones de movimiento para las variables de la ecuación anterior utilizando 
las ecuaciones de Hamilton: 
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Sustituyendo la ecuación (2.15) en la ecuación (2.14) obtenemos la 
ecuación de Newton, la cual puede utilizarse para describir la evolución de los 
átomos de nuestro sistema: 
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Con el objeto de estudiar la dinámica de un sistema las ecuaciones del 
movimiento deben ser resueltas para cada átomo. Una vez conocida la fuerza 
que actúa sobre un determinado núcleo, así como la posición ( )( )i tR y su 
velocidad ( )( )i tv  en el instante (t), es posible calcular la nueva posición y 
velocidad que tendrá transcurrido un incremento finito de tiempo (Δt). Para 
obtener las posiciones y velocidades siguientes tendremos que integrar la 
ecuación (2.16). De entre los diversos métodos de integración, seguiremos con 
la formulación de aquellos métodos que se basan en el algoritmo de Velocity-
Verlet,122 donde las ecuaciones para la nueva posición y la velocidad se 
expresan como: 
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Una vez disponemos de las expresiones necesarias para tratar el 
movimiento de las partículas es importante tener en cuenta el valor utilizado 
para el incremento del tiempo. El factor que limita el valor del incremento del 
tiempo es la naturaleza de los modos de vibración de mayor frecuencia del 
sistema. Así el incremento de tiempo debe ser suficientemente pequeño como 
para que la vibración más rápida a describir pueda seguirse con suficiente 
detalle durante la integración de las ecuaciones de movimiento. En la práctica, 
el incremento de tiempo escogido suele ser de 1 fs, aunque haciendo uso de 
algoritmos que eliminan el movimiento de tensión del enlace formado entre los 
átomos de hidrógeno y distintos heteroátomos de nuestro sistema, podemos 
hacer uso de un incremento de tiempo de 2 fs lo cual nos permite realizar 
simulaciones más largas a igualdad de coste computacional.123  
Otro aspecto a tener en cuenta será escoger las condiciones en las que 
tendrá lugar la dinámica molecular. Las condiciones de trabajo más utilizadas 
son aquellas donde la temperatura (T), el número de partículas (N) y el 
volumen (V) permanecen constantes, conocida como colectivo canónico o 
NVT, en el que la energía total del sistema puede fluctuar. También existen 
condiciones como el colectivo el isotérmico-isobárico (NPT) o el isobárico-
isoentálpico (NPH), aunque los colectivos NVT y NPT suelen ser los más 
convenientes para la comparación con experimentos.  
Si escogemos una simulación bajo condiciones NVT, deberemos 
mantener constante la temperatura por lo que se puede hacer uso de un baño 
termostático externo en contacto con el sistema, método propuesto 
originalmente por S. Nosé.124-126 Según el algoritmo de Nosé-Hoover las 
ecuaciones de Newton se modifican según sigue: 
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t t tζ= −Fa v   (2.19) 
donde ( )i tζ  es el coeficiente de fricción con el baño, el cuál viene definido por 
la siguiente ecuación: 
 2
( ) 1 ( ) (N 1)ki B
t m t T
dt Q
ζ  = − + ∑ v   (2.20) 
donde N son el número de grados de libertad y Q es un parámetro que tiene 
unidades de energía por tiempo al cuadrado y que representa la inercia del 
baño térmico. 
Otra opción sería la de utilizar las ecuaciones de movimiento de  
Langevin:127 
 ( ) ( )(t) ( )
m m
E
i i
i i i
i i
t tt γ= − +F Fa v   (2.21) 
donde iγ es el coeficiente de fricción y EiF  es una fuerza estocástica. La relación 
entre la fuerza estocástica y el coeficiente de fricción viene dada por: 
 ( ) (0) 2 ( )E Ei i i it mT tγ δ=F F   (2.22) 
donde mi es la masa de la partícula, y ( )tδ  es la función delta de Dirac. A la 
hora de establecer el valor del coeficiente de fricción en una simulación 
tenemos que tener en cuenta que valores pequeños del coeficiente dan lugar a 
un control de la temperatura deficiente y por tanto nos alejamos del muestreo 
en el colectivo NVT. Si tomáramos el coeficiente de fricción como nulo a lo 
largo de nuestra simulación estaríamos simulando el colectivo microcanónico. 
De manera contraria, valores grandes del coeficiente de fricción dan lugar a 
perturbaciones en nuestra MD debido a fuerzas de fricción estocásticas 
grandes. En el extremo de coeficientes de fricción muy grandes estaríamos 
simulando una dinámica browniana.114  
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En ocasiones es necesario realizar simulaciones de MD en el colectivo 
NPT. Para ello necesitamos hacer uso de un barostato. Un barostato modifica 
las ecuaciones de movimiento newtonianas para generar un colectivo 
termodinámico a presión constante. De esta manera se considera que el 
volumen de la celda de simulación puede variar con respecto al tiempo. 
Las simulaciones a presión constante se pueden llevar a cabo usando el 
método modificado de Nosé-Hoover donde se hace uso del método de 
Langevin para controlar las fluctuaciones en el barostato. Además, este método 
debe ser combinado con un método de control de la temperatura, como el 
método de Langevin, para simular el colectivo NPT. El barostato de Nosé-
Hoover Langevin piston es, por tanto, una combinación del método de Nosé-
Hoover para simulaciones a presión constante128 junto con el método de 
Langevin  para el control de la fluctuación del pistón.129 
Una vez vistos todos los factores a tener en cuenta podemos 
esquematizar los pasos a seguir para realizar cálculos de MD de un sistema 
según de la siguiente manera: 
1. Definir la composición del sistema. 
2. Asignar valores iniciales para las posiciones y velocidades de las 
partículas. 
3. Definir el incremento de tiempo (Δt), para la integración y el número 
de pasos de integración (duración de la simulación). 
4. Calcular las fuerzas a t = 0. 
5. Calcular las posiciones para el tiempo t + Δt. 
6. Calcular las fuerzas a t + Δt. 
7. Calcular las velocidades a t + Δt. 
8. Incrementar el tiempo, Δt. 
9. Repetir el ciclo desde 5 hasta 8 hasta completar el tiempo de 
simulación requerido. 
10. Analizar los resultados. 
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2.3. Energía Libre 
Si usamos la mecánica cuántica para describir un sistema con un 
número N de partículas en un volumen V, el posible estado microscópico 
corresponde a una serie de estados propios del sistema (Ψi (N, V)) con valores 
propios asociados (Ei(N,V)). El número de estados microscópicos con la misma 
energía es conocido como degeneración Ωi(N,V,Ei). Ωi es una función que 
aumenta con la energía y puede tomar valores muy grandes para un sistema 
macroscópico. Durante la evolución del sistema la probabilidad de encontrarlo 
en cada uno de los estados microscópicos dependerá de las restricciones 
impuestas en su evolución. Si elegimos trabajar en el colectivo canónico NVT 
donde determinamos el número de partículas, el volumen y la temperatura, la 
probabilidad de encontrar al sistema en un estado microscópico i determinado 
viene dado por la expresión:130 
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donde Q(N, V, T) es la función de partición canónica que podemos escribir 
como una suma sobre los niveles de energía en lugar de sobre los estados 
microcópicos: 
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En estas expresiones suponemos por tanto que la energía está 
cuantizada y por lo tanto realizamos la suma sobre los diferentes niveles de 
energía. En su versión clásica debemos considerar que la energía forma un 
continuo y el estado microscópico ya no estaría definido por los números 
cuánticos. En la formulación clásica la función de partición queda especificada 
por el conjunto de coordenadas y momentos asociados a todas las partículas 
51 
Fundamentos Teóricos 
del sistema (R; p). Si la energía clásica es H(R; p), la correspondiente 
expresión de la función de partición canónica clásica es: 
 3
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La probabilidad de encontrar un estado microscópico determinado por 
unas coordenadas y momento en el rango R + dR y p + dp en el colectivo 
canónico se define mediante su correspondiente densidad de probabilidad: 
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Las propiedades mecánicas tienen unos valores definidos en los 
diferentes estados microscópicos y los correspondientes valores 
macroscópicos resultan del promedio sobre los diferentes estados 
microscópicos ocupados por un sistema durante el tiempo de medida. 
Siguiendo el principio de ergodicidad esto es equivalente a un promedio sobre 
los estados microscópicos que aparecen en el colectivo. Por tanto en un 
colectivo canónico NVT una propiedad mecánica como la energía interna de un 
sistema puede ser obtenida según: 
 ( , ) ( , )NVTU E H d dρ= = ∫ ∫ R p R p R p   (2.29) 
La ecuación (2.29) puede ser reordenada según la siguiente expresión: 
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La entropía y la energía libre, al ser propiedades térmicas, no pueden 
obtenerse siguiendo el razonamiento anterior ya que no están definidas para un 
estado microscópico particular. Estas propiedades dependen de cómo el 
sistema se reparte entre los diferentes estados microscópicos accesibles del 
sistema. Podemos obtener expresiones estadísticas de propiedades térmicas 
por comparación con la Termodinámica. Si nos encontramos en el colectivo 
canónico, la energía libre de Helmholtz se puede demostrar que vale: 
 = − ln ( , , )BA k T Q N V T   (2.31) 
Cabe recalcar que las energías libres de Gibbs y Helmholtz son 
diferentes cantidades para un mismo proceso, pero en fases condesadas 
tienen valores similares.131 
 
2.3.1. Método de la Perturbación de la Energía Libre 
Cuando estudiamos un proceso químico estaremos interesados en la 
diferencia de energía libre entre el estado final e inicial del proceso. Existen 
distintas metodologías que permiten el cálculo de energías libres entre las que 
destacan la de perturbación de la energía libre (FEP por sus siglas en inglés)132-
135 y la integración termodinámica (TI por sus siglas en inglés).136 Estos 
métodos permiten la transformación alquímica de un estado en otro de tal 
manera que, aunque los estados intermedios no tengan significado físico, 
computacionalmente podremos calcular la variación de energía libre asociada a 
cada uno de esos estados quiméricos y por tanto la diferencia de energía libre 
entre el estado inicial y final.  
Aquí presentaremos únicamente la metodología de la perturbación de la 
energía libre, ya que es la que se ha empleado en la presente tesis doctoral. Si 
consideramos dos estados I y II la diferencia de energía libre de Helmholtz 
entre ambos es: 
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reordenando la expresión anterior quedaría como: 
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La diferencia de energía libre entre los dos estados puede calcularse a 
partir del valor promedio de la diferencia de energía, evaluado sobre un 
conjunto de configuraciones de uno de ellos. El problema que podemos 
afrontar es el de no estar muestreando correctamente el espacio 
configuracional del otro estado. En ese caso, la diferencia HII – HI sería muy 
grande y entonces las configuraciones seleccionadas contribuirían muy poco al 
promedio. Para solucionar el problema de muestreo podemos introducir un 
número ilimitado de estados intermedio entre el estado inicial I y el final II y  
proceder a calcular la diferencia de energía libre como la suma de cantidades 
más pequeñas. La expresión quedaría como sigue: 
 
( ) ( ) ( )
( )
( )
− − −
−
+
=
−
+ +=
∆ = − = − + − + + − =
 = − − − = 
 = − − 
∑
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1 1 1 2
1
1
1
1
1 11
ln exp
ln exp
II I II N N N I
N
B i i B ii
N
B i i B ii
A A A A A A A A A
k T H H k T
k T H H k T
  (2.34) 
Estos estados intermedios pueden ser definidos introduciendo un 
parámetro de acoplamiento o perturbación λ, que transforma de manera 
continua el Hamiltoniano asociado al estado I hasta el del estado II: 
 ( ) (1 ) I IIH H Hλ λ λ= − +   (2.35) 
donde λ=0 define el estado I y λ=1 define al estado II. Como ya hemos 
comentado el camino termodinámico trazado desde el estado I al II no tiene 
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necesariamente significado físico. Una estrategia que conviene utilizar para 
minimizar los posibles efectos de histéresis y que permite este método es el de 
muestrear el camino de transformar un estado en otro en ambos sentidos. Esta 
estrategia se denomina de doble muestreo extendido (Doble Wide Sampling en 
inglés).137 La energía libre asociada al proceso en ambas direcciones debe ser 
equivalente: 
 I II II IA A→ →∆ = −∆   (2.36) 
Los errores debidos a un muestreo insuficiente o erróneo introducirán 
diferencias entre ambos valores por lo que la diferencia entre éstos supone una 
estimación del error asociado al cálculo de la energía libre, la cual se expresa 
como el promedio de las magnitudes del camino en el sentido directo e inverso. 
De esta manera es conveniente realizar simulaciones de FEP bidireccionales 
ya que la combinación de los datos estadísticos recopilados reduce la varianza 
de la muestra.138 En una transformación bidireccional los resultados obtenidos 
se pueden combinar según el estimador de Bennett139 (BAR o Bennett 
acceptance-ratio en inglés) que evalúa el error estadístico. El valor obtenido 
según el estimador BAR corresponde al valor de máxima probabilidad de la 
energía libre y se obtiene de manera autoconsistente usando como valor de 
prueba inicial el resultado del cálculo de la FEP.  
Otro factor clave a tener en cuenta al realizar cálculo de energías libres 
mediante el método de FEP es el de incluir un potencial de soft-core.140 En las 
regiones donde los valores del parámetro de acoplamiento son cercanos a 0 y 
1 la interacción entre la topología que estamos muestreando y su entorno es 
muy pequeña, aunque estrictamente no es nula. Las moléculas de los 
alrededores pueden solapar con las entidades químicas que se han de formar o 
desaparecer lo que da lugar a inestabilidades numéricas en la trayectoria. Esto 
da lugar a grandes fluctuaciones en el promedio de la energía potencial. 
Mediante el uso de un potencial de soft-core eliminamos las singularidades en 
aquellas simulaciones donde los valores del parámetro de acoplamiento son 
cercanos a 0 y 1, al desacoplar progresivamente las interacciones de las 
entidades químicas que desaparecen y acoplando de igual modo las 
interacciones con las especies que aparecen. 
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2.3.2. Potencial de Fuerza Media 
En el estudio de reacciones químicas las propiedades cinéticas más 
importantes son normalmente la enegía libre de activación (ΔG‡) y la constante 
de velocidad (k). Si seguimos la teoría del estado de transición (TST), ambas 
propiedades están relacionadas según la expresión: 
 
ξ
κ ξ
∆
−
=
‡
( )
( )
G
B RTk Tk e
h
  (2.37) 
donde κ ξ( )  es el coeficiente de transmisión, kB es la constante de Boltzmann, 
T es la temperatura, h es la constante de Planck, ξ∆
‡
( )G  es la energía libre de 
activación, R la constante de los gases ideales y ξ  la coordenada de reacción 
elegida para seguir el transcurso de la reacción.  
La variación de la energía libre con un determinado parámetro, como 
puede ser la coordenada de reacción, se conoce como potencial de fuerza 
media o PMF (por sus siglas en inglés). El cálculo de este PMF se lleva a cabo 
integrando para todos los grados de libertad del sistema menos el elegido: 
 ( )( V( )/ )0( ) ln ( ( ) )e )Bk TBA c k T dξ δ ξ ξ −= − −∫ RR R   (2.38) 
donde 0ξ es el valor del grado de libertad ξ  para el cual se calcula el PMF, ( )ξ R  
es la función que relacionan ξ  con las coordenadas atómicas, y c es una 
constante arbitraria de integración. Utilizando el colectivo canónico (NVT) se 
obtiene la energía libre de Helmtholtz. Si expresamos la función de distribución 
promedio según: 
 ( )
( ) ( )( )/
( ( )/ )
( ) B
B
V k T
o V k T
e d
e d
δ ξ ξ
ρ ξ
−
−
−
= ∫
∫
R
R
R R
R
  (2.39) 
podemos escribir la expresión del PMF como: 
 ( )0( ) ' ln ( )BA c k Tξ ρ ξ= −   (2.40) 
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donde c’ es otra constante arbitraria. Una expresión equivalente se obtendría 
en el colectivo NPT para la energía libre de Gibbs. Es decir, el PMF nos 
proporciona la probabilidad de encontrar al sistema a diferentes valores del 
parámetro seleccionado, independientemente del valor que tomen los demás. 
Así, podremos obtener el PMF a partir de la densidad de probabilidad de 
encontrar al sistema con un valor dado de la coordenada ξ . La densidad de 
probabilidad puede ser evaluada determinando el número de veces que el 
sistema tiene un valor de la coordenada entre ξ  y ξ ξ+ ∆ : ( )N ξ . El histograma 
de la coordenada puede construirse de la siguiente manera: 
 
N( )
( )
M
ξ
ρ ξ ξ∆ =   (2.41) 
donde M es el número total de configuraciones recogidas en una simulación. 
Sin embargo, si observamos la ecuación (2.39), vemos como la frecuencia de 
que nos encontremos en los estados de altas energías decrece 
exponencialmente con su energía. Esto puede dar lugar a un muestreo 
deficiente de estos valores de la coordenada distinguida ξ . Aunque no estamos 
interesados en muestrear todos los estados de alta energía sí necesitamos 
conocer la función de probabilidad en torno al estado de transición de nuestra 
reacción química en estudio para calcular la barrera de activación de ésta. Para 
muestrear adecuadamente zonas que de otra manera no lograríamos visitar 
tendremos que hacer uso de técnicas especiales de muestreo que nos 
permitan obtener una distribución lo más uniforme posible. 
 
2.3.3. Umbrella Sampling 
Una de las técnicas que podemos utilizar para explorar regiones de alta 
energía que no serían exploradas si el sistema evolucionara libremente es la 
técnica de Umbrella Sampling.100,141 Mediante este método aplicamos una 
función potencial ξ( )umbV  que restringe al sistema en la región donde queremos 
mejorar el muestreo y que viene determinada por el valor de la coordenada 
escogida. Aunque la función de restricción puede adoptar muchas formas, en la 
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versión original se escoge una función cuadrática de tipo armónico de la 
coordenada de reacción (de ahí el nombre de potencial de paraguas o 
umbrella). La expresión sería: 
 2, ,
1( ) ( )
2
ref
umb i umb i iV Kξ ξ ξ= −   (2.42) 
donde ,umb iK es la constante de fuerza escogida para la ventana de simulación i, 
y refiξ  es el valor de referencia de la coordenada de reacción en dicha ventana. 
De esta manera obtenemos una serie de funciones de distribución restringidas, 
( )biasedρ ξ , centradas en valores determinados de la coordenada de reacción que 
hemos seleccionado (a lo que llamamos ventanas de simulación). La función 
de distribución de probabilidad para sistema restringido (biased) puede 
relacionarse con la del sistema sin restringir (unbiased): 
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k T
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e
e
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=   (2.43) 
De esta manera, podemos obtener el PMF realizando una simulación 
usando potenciales de umbrella centrados a diferentes valores de ξ  (ver Figura 
23), si es necesario con valores distintos de la constante de fuerza, lo que 
permitiría obtener la energía libre de un sistema biased. La ecuación para la 
energía libre unbiased se puede obtener según la expresión: 
 ( ) ( ) ( )unbiased biased biased unbiasedA A Aξ ξ ξ→= + ∆   (2.44) 
donde la diferencia de energía libre se define de la siguiente manera: 
 
( ) ( )( ) ln ( ( ) )exp unbiased biasedbiased unbiased B
B biased
V VA k T r
k T
ξ ξ
ξ δ ξ ξ→
 −
∆ = − − − 
 
  (2.45) 
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Figura 23. Representación del cálculo del PMF durante una simulación. Se 
representan cada una de las ventanas en las que se ha divido el cálculo en azul, en 
verde se representa el potencial de umbrela aplicado a la primera ventana. 
 
2.3.4. Método de Análisis de Histogramas Ponderados 
(WHAM) 
Para reconstruir la función de distribución total sin restricciones a partir 
de las distribuciones obtenidas para cada una de las ventanas simuladas se 
utiliza el método de análisis de histogramas ponderados (método WHAM por 
sus siglas en inglés).142 De esta manera podremos obtener la energía libre 
promediada del sistema, que puede ser comparada con los datos 
experimentales, a partir de las diferentes simulaciones de las cuales 
obtenemos las correspondientes funciones de distribución o histogramas de 
frecuencia. En este método la función de  distribución de probabilidad se 
expresa como una combinación lineal de funciones de distribución para 
distintos valores de la coordenada de reacción, donde el número de funciones 
coincide con el número de ventanas (N): 
ξ0
P
M
F 
(ξ
0)
Vumb
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  (2.46) 
donde los coeficientes se escogen de tal manera que se minimice el error 
aleatorio. Al generar la función total de distribución por combinación lineal, los 
coeficientes ci resultan dependientes del valor de PMF en las distintas 
ventanas: 
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  (2.47) 
donde ni es el número de datos recogidos en nuestra simulación para calcular 
la función de distribución de probabilidad de dicha ventana y ( )W ξ  es la 
energía libre. El acoplamiento entre las ventanas se resuelve iterativamente de 
forma autoconsistente.  
 
2.3.5. Método de la Cuerda y Variable Colectiva del 
Camino 
Para el cálculo del PMF asociado al estudio de un mecanismo de 
reacción, tal y como hemos visto en la sección anterior, es necesario definir 
una coordenada de reacción. La selección de la mejor coordenada de reacción 
que siga el camino natural de reacción es una de las elecciones fundamentales 
a realizar para el cálculo del PMF. Si elegimos de manera inadecuada la 
coordenada de reacción que describe el proceso químico bajo estudio, el 
cálculo de la energía libre puede sufrir de histéresis, debido a transiciones 
incontroladas de grados de libertad no incluidos en la coordenada, entre otros 
problemas.  
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La complejidad que representa la correcta exploración de la energía libre 
en reacciones catalizadas por enzimas, donde pueden llegar a participar un 
gran número de grados de libertad, requiere una selección adecuada de la 
coordenada de reacción a través de distintas estrategias. Para trazar el perfil 
de energía libre que nos proporciona el cálculo del PMF podremos seleccionar 
como coordenada de reacción variables geométricas que son funciones de las 
coordenadas cartesianas de algunos átomos del sistema. Intuitivamente, 
podremos seleccionar una distancia o combinación de distancias como 
coordenada de reacción ya que estamos estudiando procesos donde se 
rompen y se forman enlaces químicos, aunque, en general, puede usarse 
cualquier otro parámetro, geométrico o no, que permita monitorizar el avance 
del sistema desde los reactivos hasta los productos de la reacción. 
Uno de los problemas que podemos encontrar con frecuencia, 
especialmente en mecanismos de reacción complejos, es que necesitemos 
monitorizar la dependencia de la energía libre con varios parámetros que 
definen el estado de nuestro sistema. El aumento de la dimensionalidad del 
problema conduce a un rápido aumento del coste computacional, haciendo 
prácticamente inviable obtener superficies de energía libre en función de más 
de dos coordenadas. Para solventar este problema debemos tener en cuenta 
que generalmente no estamos interesados en explorar toda la hipersuperficie 
de energía libre. La mayor parte de trayectorias reactivas tendrán lugar en las 
cercanías del camino de mínima energía libre (MFEP por sus siglas en inglés), 
De esta manera podemos introducir como coordenada de reacción un 
parámetro que mida el avance de nuestro sistema a lo largo del MFEP y 
calcular la barrera de energía libre muestreando las configuraciones de nuestro 
sistema a lo largo del mismo. El método de la cuerda, propuesto originalmente 
por Vanden-Eijnden,99 permite el cálculo del MFEP al hacer uso de diferentes 
réplicas del sistema que corresponden a puntos equidistantes en el camino que 
une reactivos y productos. De esta manera el MFEP se obtiene al permitir la 
relajación de las diferentes réplicas, mientras mantenemos la condición de que 
los puntos permanezcan equidistantes (véase la Figura 24). Este método tiene 
la ventaja de que reduce el coste computacional que se requiere para estudiar 
procesos multidimensionales complejos ya que es prácticamente independiente 
61 
Fundamentos Teóricos 
del número de variables que se introducen en el cálculo. Se presenta aquí la 
variación del método implementada en nuestro grupo de investigación.105,106 
 
 
Figura 24. Superficie de energía libre bidimensional en la que se han 
distribuido diferentes nodos o réplicas equidistantes entre dos mínimos de energía 
libre. Los nodos evolucionan durante el tiempo de simulación siguiendo el gradiente de 
energía libre y trazando el MFEP. El tubo de reacción se representa alrededor del 
camino en color blanco en cuyo interior se encuentra el MFEP convergido. 
 
El método de la cuerda se basa en la definición de una curva 
( ) [ ]{ }∈, : 0,Ll t lz  en un espacio de variables colectivas
( ) ( ) ( ) ( )( )1 2 , , , Dθ θ θ= …θ R R R R  que describe la transición entre dos mínimos de 
energía libre en este espacio, donde R es un conjunto de 3N coordenadas 
cartesianas correspondientes a todos los átomos del sistema y l es un escalar . 
θ1
θ2
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A lo largo de la curva se sitúan una serie de puntos equidistantes a los que 
llamamos nodos de la cuerda ( ) ( ), 1...,i it l t i N= =z z  . Para cada nodo se 
llevan a cabo dos dinámicas acopladas.  
i) Una dinámica donde se mantiene al sistema cercano al nodo i en el 
espacio de variables colectivas al aplicar un potencial armónico Vi que se 
expresa: 
 2( (t)) ( ( (t))) ( (t)) ( )
2i i i i i i
kV V t= = −θ θR R R z   (2.48) 
donde k es la contante de fuerza del potencial armónico, Ri son las 
coordenadas de la réplica del sistema para el nodo i y ( )iθ R es el vector de los 
valores actuales de todas las variables colectivas (|···| - longitud del vector 
euclídeo).  
ii) Una dinámica del nodo de la cuerda en sí mismo, tratada según la 
siguiente ecuación diferencial: 
 ( ) ( )( ) ( )( ) ( )( ), ,i i i is t k t t s tγ = −z M R θ R z   (2.49) 
donde γ  es la fricción que actúa sobre el nodo y M  es: 
 ( )( ) ( )( ) ( )( )
3
1
1N a i b i
ab i
k k k k
t t
M t
x m x
θ θ
=
∂ ∂
=
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
R R
R   (2.50) 
siendo N es el número de átomos en el sistema y mk es la masa del átomo 
correspondiente a la coordenada xk. En la práctica la ecuación (2.49) se 
discretiza y las posiciones de los nodos de la cuerda se actualizan a cada paso 
de simulación: 
 ( ) ( ) ( )( ) ( ) ( )( )( )i i i i ikt t t t t t tγ+ ∆ = − − ∆
z z M R z θ R   (2.51) 
63 
Fundamentos Teóricos 
Debido a que los nodos siguen al gradiente de energía libre, tenderán a 
caer hacia los mínimos. Para evitar el colapso de los nodos, la cuerda se 
reparametriza después de cada paso, manteniendo a los nodos equidistantes. 
La convergencia de la cuerda puede ser evaluada al observar el 
desplazamiento medio de los nodos con respecto a sus posiciones iniciales: 
 ( ) ( ) ( )
1
1 0
N
i i
i
d t t
N =
= −∑ z z   (2.52) 
Cuando la cuerda ha convergido, el perfil de energía libre a lo largo de 
ésta puede ser obtenido mediante la siguiente expresión: 
 ( ) ( ) ( )( ) ( ) ( )( )
0 0
0
l ll ll
l l l
l
dA dAd
A A d
dl
d
d d
− = =
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′ ′
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  (2.53) 
donde el vector 
( )( )dA
d
l ′z
z
 puede ser calculado aproximadamente en cada 
nodo según: 
 
( )( ) ( ) ( )( )( )1 ,
total
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t
i
i i
total conv t
dA
k t t dt
d t
l
l
t
≈ −
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z
z θ R
z
  (2.54) 
donde tconv es el tiempo al cual la simulación ha convergido y ttotal es el tiempo 
total de la simulación. Durante la simulación los valores ( ) ( )( )( ), il t t−z θ R  son 
calculados a cada paso según la ecuación (2.51) y tienen que guardarse para 
el cálculo a posteriori del gradiente de energía libre (2.54). Los valores de 
( )( )idA
d
lz
z
 deben ser interpolados para obtener la función vectorial continua 
que utilizamos en la ecuación (2.53), para ello se utiliza una interpolación 
mediante splines cúbicos. Finalmente, el vector 
( )d
l
l
d
z
 se puede obtener al 
promediar las posiciones de los nodos ( )ilz  durante el periodo de tiempo [tconv; 
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ttotal], interpolando la cuerda promediada para obtener ( )lz  y después 
calculando la derivada de cada componente de ( )lz  con respecto a l. 
Una vez que hemos trazado el MFEP para nuestro proceso, y con la 
finalidad de poder calcular la energía libre asociada al mismo, podemos definir 
una variable colectiva a lo largo del camino convergido. Las variables elegidas 
describirán el avance a lo largo del camino (que se denota como la coordenada 
s) y la distancia al camino trazado (que se denota como la coordenada z). 
Originalmente estas coordenadas colectivas fueron definidas como funciones 
de una serie de estructuras cartesianas que se han seleccionado a lo largo del 
camino.143 Las funciones s y z también pueden ser redefinidas en el espacio de 
coordenadas internas en lugar del de cartesianas (o en un espacio arbitrario de 
variables colectivas que deseemos).105 Para un camino definido en el espacio 
arbitrario de variables colectivas la coordenada s se puede generalizar según: 
 ( )
( ) ( )
( ) ( )
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1, t
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i
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i
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i
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t e
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θ R z
θ R z
R   (2.55) 
donde ( ) ( ) ( ) ( )( )θ θ θ= …1 2 , , , Dθ R R R R  es un conjunto de D variables colectivas 
empleadas para definir el camino, ( )itz  es el vector que define un camino en 
el espacio de variables colectivas. Su argumento es una serie de valores 
equiespaciados que van de 0 a L, donde L es la longitud del arco del camino. 
Aquí N es el número de puntos interpolados a lo largo del camino. Por último, 
( ) ( )− tθ R z  es la distancia entre dos puntos en el espacio de variables 
colectivas, que en el espacio cuadrático euclídeo quedaría como: 
 ( ) ( ) ( ) ( )( )2
1
D
i i
i
t z tθ
=
− = −∑θ R z R   (2.56) 
Una vez hemos definido el camino de reacción y las variables colectivas 
que lo describen podemos trazar el PMF en función exclusivamente del avance 
a lo largo del camino, es decir, de la coordenada s. 
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3. OBJETIVOS 
 
a presente Tesis Doctoral tiene como objetivo el estudio teórico 
del mecanismo epigenético de metilación del ADN. Para ello se 
ha estudiado un representante de cada una de las subfamilias de 
ADN-Metiltransfereasas que se conocen hasta la fecha: las enzimas N4-
Metiltransferasa, N6-Metiltransferasa y C5-Metiltransferasa. En concreto los 
objetivos planteados y abordados a lo largo de la Tesis Doctoral son los 
siguientes: 
- Estudio del mecanismo de reacción de la enzima N4-ADN-
Metiltransferasa perteneciente al organismo Proteus vulgaris mediante la 
metodología híbrida QM/MM. 
- Estudio de la promiscuidad de la enzima N4-ADN-Metiltransferasa hacia 
substratos adenina. 
- Estudio del mecanismo de reacción de la enzima N6-ADN-
Metiltransferasa perteneciente al organismo Thermus aquaticus 
mediante la metodología híbrida QM/MM. 
- Estudio de las variantes enzimáticas que pueden darse en la familia de 
enzimas N6-ADN-Metiltransferasas. 
- Estudio del mecanismo de reacción de la enzima C5-Metiltransferasa 
perteneciente al organismo Haemophilus haemolyticus mediante la 
metodología híbrida QM/MM. 
- Estudio de las interacciones más importantes que estabilizan a los 
complejos proteína-ADN. 
L 
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- Estudio de las características del mecanismo epigenético de metilación 
del ADN con la finalidad de, en un futuro, diseñar fármacos específicos 
para cada subfamilia. 
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4.1. Estudio de la enzima N4-ADN-Metiltransferasa 
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4.2. Estudio de la promiscuidad de la enzima N4-
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Substrate promiscuity in DNA methyltransferase M.PvuII. 
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5. DISCUSIÓN 
 
a metilación de las posiciones N4 o C5 de bases citosinas, o la 
posición N6 de bases adeninas, es llevada a cabo de manera 
específica por enzimas pertenecientes a las diferentes 
subfamilias de ADN-Metiltransferasas. Todas poseen centros 
activos adaptados para la catálisis del proceso de metilación y establecen 
interacciones enzima-ADN que permiten discriminar las bases objetivo a metilar 
situadas en una secuencia determinada de bases nucleicas. Sin embargo, los 
mecanismos de reacción para cada una de las enzimas estudiadas en esta 
tesis varían sustancialmente. 
 
5.1. Mecanismo de reacción de la enzima N4-ADN-
Metiltransferasa de la bacteria Proteus vulgaris 
Para el estudio del mecanismo de reacción de la enzima N4-ADN-
Metiltransferasa perteneciente al organismo Proteus vulgaris se exploraron las 
superficies de energía potencial haciendo uso de la metodología híbrida 
QM/MM. Se emplearon el método semiempírico AM1 y el método B3LYP para 
la descripción del subsistema cuántico, mientras que el subsistema clásico fue 
tratado mediante los campos de fuerza OPLS y TIP3P. Todas las estructuras 
correspondientes a los estados estacionarios de la SEP fueron caracterizadas. 
El punto de partida para el estudio del sistema  fue la estructura de rayos-X con 
L  
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código PDB 1BOO que contiene la estructura de la enzima y al análogo 
desmetilado del cofactor SAM, el SAH. De esta manera estudiamos la 
metilación en el nitrógeno exocíclico (N4) de una citosina en un modelo que 
consistió en la enzima M.PvuII, una base citosina, el cofactor SAM y una caja 
de aguas. Tras analizar distintas rutas mecanísticas concluimos que el 
mecanismo de reacción es un mecanismo por pasos. En el primer paso el 
nitrógeno exocíclico de la citosina es desprotonado por un residuo Ser53. Este 
residuo Ser53 está, a su vez, formando un enlace de hidrógeno con un residuo 
Asp96 al que cede un protón. Esta transferencia protónica desde el nitrógeno 
exocíclico N4 a la Ser53 y, desde ésta al Asp96, tiene lugar de manera 
concertada a través de un mecanismo en el que finalmente se cedería el protón 
sobrante al disolvente. En el segundo paso del que consta el mecanismo de 
reacción, el intermedio cargado negativamente ataca nucleofílicamente al 
grupo metilo del cofactor SAM, completándose la reacción. El paso limitante de 
la reacción es la doble transferencia protónica, que presenta un estado de 
transición donde mientras la transferencia del protón desde la Ser53 al Asp96 
se ha producido casi por completo, el protón perteneciente al átomo N4 de la 
citosina se empieza a transferir a la Ser53. Ya que las enzimas N4-ADN-
Metiltransferasas pertenecen únicamente a bacterias, el conocimiento de los 
detalles mecanísticos puede ser la base para el desarrollo de fármacos que 
actúen sobre procesos indeseables causados por bacterias. 
 
5.2. Promiscuidad de la enzima N4-ADN-
Metiltransferasa de la bacteria Proteus vulgaris 
En general las Metiltransferasas que actúan sobre nitrógenos 
exocíclicos, es decir, que catalizan la metilación de una citosina en su posición 
N4 o la metilación de una adenina en su posición N6 necesitan llevar a cabo 
una reacción que consiste en dos pasos: la desprotonación del grupo amino 
exocíclico y la transferencia de metilo desde el cofactor SAM a la posición 
objetivo. Según nuestros estudios hay dos rutas mecanísticas que pueden 
tener lugar en este tipo de enzimas: i) un mecanismo donde la abstracción del 
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protón ocurre en primer lugar seguido de la metilación y ii) el mecanismo 
inverso, donde primero se transfiere el grupo metilo y posteriormente, el grupo 
amino exocíclico que ha incrementado su acidez cedería un protón. Estas dos 
rutas mecanísticas podrían haber sido optimizadas dependiendo de cada 
subfamilia de enzimas siguiendo diferentes estrategias. La primera ruta 
mecanística requiere de la preencia de un buen  aceptor de protón presente en 
el centro activo (que generalmente se corresponde con un residuo glutamato o 
aspartato). La segunda ruta mecanística se favorece a través de un centro 
activo diseñado para asistir electrostáticamente la transferencia de una carga 
positiva del cofactor SAM al átomo objetivo. En nuestro estudio de la 
promiscuidad enzimática de la N4-ADN-Metiltransferasa perteneciente al 
organismo Proteus vulgaris sobre sustratos adenina, empleamos la misma 
metodología que en el estudio anterior relativo a la metilación de citosinas por 
parte de la misma enzima. En este estudio hicimos uso de la metodología 
híbrida QM/MM para explorar las superficies de energía potencial empleando 
los métodos AM1 y B3LYP para describir al subsistema cuántico y los campos 
de fuerza OPLS y TIP3P para describir al subsistema clásico. En estos 
estudios encontramos que el mecanismo de reacción consiste en un proceso 
por pasos en el cual la transferencia protónica desde el grupo amino exocíclico 
de la adenina a la proteína a través de los residuos Ser53 y Asp96 ocurre en 
primer lugar y posteriormente se transfiere el grupo metilo desde el cofactor 
SAM a la posición N6 del ciclo de la base nucleica adenina. El mecanismo es, 
por tanto, análogo al encontrado para la enzima N4-ADN-Metiltransferasa 
actuando sobre su substrato natural, la citosina, siendo también el paso 
limitante de la reacción la transferencia  protónica. Sin embargo cabe resaltar 
que la especificidad catalítica de la enzima N4-ADN-Metiltransferasa se refleja 
en la barrera energética que es menor para el substrato natural. Esta 
especificidad es consecuencia de la optimización de las interacciones que se 
establecen entre el grupo amino exocíclico y la base nucleica con los residuos 
presentes en el centro activo. Estos descubrimientos pueden aclarar los 
distintos caminos evolutivos seguidos por este tipo de enzimas ADN-
Metiltransferasas que siguieron distintas estrategias para optimizar el proceso 
químico de metilación del ADN.  
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5.3. Análisis de la enzima N6-ADN-Metiltransferasa 
de la bacteria Thermus aquaticus 
Para el estudio de las enzimas N6-ADN-Metiltransferasas elegimos 
como objeto de estudio la enzima perteneciente a la bacteria Thermus 
aquaticus (M.TaqI). Esta enzima es la única N6-ADN-Metiltransferasa que se 
encuentra cristalizada junto a un decámero de ADN donde la base adenina 
objetivo se encuentra volteada. La enzima M.TaqI cataliza la transferencia de 
un grupo metilo desde el cofactor SAM a la posición N6 de una adenina dentro 
de la secuencia de reconocimiento TCGA. Para el estudio del proceso de 
metilación llevamos a cabo simulaciones de 100 ns para el complejo formado 
por el cofactor, la proteína y un decámero de ADN que contiene la secuencia 
de reconocimiento antes citada. El punto de partida fue la estructura de rayos-X 
con código PDB 1G38 en la cual la base nucleica adenina se encuentra 
volteada fuera de la doble hélice de ADN e insertada en el centro activo 
enzimático. La base adenina se encuentra interaccionando en el centro activo 
con los residuos Asn105, Pro106, Tyr108 y Phe196. Estas interacciones se 
mantuvieron estables a lo largo de nuestras simulaciones. Además, el complejo 
proteína-ADN es estabilizado a través de numerosos enlaces de hidrógeno 
específicos que pueden ser mediados a través de moléculas de agua. Nuestras 
simulaciones también mostraron que la base nucleica que resulta huérfana al 
voltearse la base nucleica objetivo, es estabilizada no sólo a través de 
interacciones con la proteína sino con interacciónes de empaquetado-π con las 
bases nucleicas circundantes. Tras las simulaciones utilizamos la estructura 
equilibrada del complejo enzima-ADN como punto de partida para la 
exploración de la superficie de energía libre asociada al mecanismo de 
reacción. Mediante el uso de la metodología híbrida QM/MM realizamos 
cálculos de energía libre usando un hamiltoniano semiempírico descrito por el 
método AM1 y corregido mediante el método DFT M06-2X. Diferentes rutas 
mecanísticas fueron tenidas en cuenta  al utilizar el método de la cuerda para el 
cálculo del camino de mínima energía libre para el proceso de metilación. Tras 
trazar  este camino para cada uno de los pasos de los que consta el 
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mecanismo de reacción definimos una variable colectiva como coordenada de 
reacción a través de la cual calculamos el PMF, obteniendo así los perfiles de 
energía libre. Nuestros resultados indican que el mecanismo de reacción 
consiste en un mecanismo por pasos donde la transferencia del grupo metilo 
desde el cofactor SAM a la posición N6 del anillo de la base adenina precede a 
la abstracción del protón sobrante. La transferencia de metilo es el paso 
limitante de la reacción cuya barrera calculada de energía libre a 333 K es de 
20.1 kcal·mol-1, la cual está en excelente concordancia con el valor derivado de 
la constante de velocidad obtenida experimentalmente a 333 K (19.8 kcal·mol-
1).  La enzima M.TaqI pertenece a la subclase γ de N6-ADN-Metiltransferasa. 
Esta subclase de N6-ADN-Metiltransferasas no posee un residuo aminoácido 
con características de base fuerte en el centro activo que pueda abstraer el 
protón sobrante de la posición N6 tras la transferencia de metilo. La ausencia 
de una base fuerte en el centro activo determina, por tanto, el orden relativo de 
los procesos químicos en el mecanismo de reacción. Una vez se metila el 
nitrógeno exocíclico, la acidez de este grupo aumenta significativamente 
pudiéndose producir la abstracción del protón sobrante. Según nuestras 
simulaciones, la abstracción de este protón  tiene lugar a través del aminoácido 
Asn105, que se encuentra formando un puente de hidrógeno con el nitrógeno 
exocíclico de la base adenina en la subclase γ de enzimas N6-ADN-
Metiltransferasas. Sin embargo, las subclases α y β poseen en la misma 
posición un residuo aspartato. Según nuestros cálculos el mecanismo de 
metilación en la posición N6 de adeninas puede cambiar según la subclase de 
enzimas. El estudio del mecanismo de reacción de la mutante in silico 
Asn105Asp de la enzima M.TaqI revela que el mecanismo de abstracción del 
protón y la transferencia de metilo puede ser concertado en un único paso. 
Este descubrimiento abre la posibilidad al desarrollo de drogas específicas que 
puedan inhibir diferentes subclases de enzimas pertenecientes a la familia de 
N6-ADN-Metiltransferasas. Además, ya que la metilación de adeninas en la 
posición N6 ha sido descrita únicamente en células procariotas, esta familia de 
enzimas es un objetivo potencial para el desarrollo de drogas antibacterianas. 
Las características electrostáticas del estado de transición y/o de los posibles 
intermedios de reacción son excelentes modelos para el diseño de drogas que 
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posean una alta afinidad por estas proteínas. En este sentido, un mecanismo 
por pasos, donde la metilación precede a la abstracción de protón, sugiere que 
el centro activo exhibe una alta complementariedad por compuestos 
cuaternarios de amonio, donde el átomo de nitrógeno soporta una fracción 
significativa de carga positiva. 
 
5.4. Análisis de la enzima C5-ADN-Metiltransferasa 
de la bacteria Haemophilus haemolyticus 
Tras el estudio de las enzimas ADN-Metiltransferasas encargadas de 
metilar el nitrógeno exocíclico de bases nucleicas adenina y citosina el 
siguiente reto consistió en el análisis y estudio del mecanismo de reacción de 
las enzimas C5-ADN-Metiltransferasas. El estudio de la metilación del carbono 
C5 del anillo aromático de una citosina se presuponía aún más complicado que 
los mecanismos tratados con anterioridad, debido a la compleja naturaleza 
química del proceso. 
El debate abierto y el interés en torno al proceso de metilación llevado a 
cabo por las enzimas C5-ADN-Metiltransferasas  queda patente por el gran 
número de estudios tanto experimentales como computacionales que podemos 
encontrar en la bibliografía científica. En lo que respecta al mecanismo de 
reacción en estas enzimas muchas cuestiones permanecían sin resolver. 
Nuestro objetivo, por tanto, era desenmascarar todos los detalles del mismo 
haciendo uso de una metodología robusta de análisis de mecanismos de 
reacción complejos. El interés de la comunidad científica por el estudio de las 
enzimas bacterianas es debido a que suponen un excelente modelo de estudio 
extrapolable a sus hermanas mayores pertenecientes a organismos superiores, 
es decir pertenecientes a mamíferos. Tanto las enzimas bacterianas como las 
pertenecientes a mamíferos se caracterizan por ser altamente homólogas en su 
estructura y secuencia de aminoácidos. Además, como se ha explicado 
ampliamente en la introducción de la presente tesis doctoral, estas enzimas 
están involucradas en procesos de gran interés para el desarrollo de fármacos 
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como son los procesos cancerígenos, por señalar quizá el más importante 
aunque no el único. 
La enzima bacteriana C5-ADN-Metiltransferasa utilizada en nuestro 
estudio fue la M.HhaI perteneciente a la bacteria Haemophilus haemolyticus, la 
más utilizada en la bibliografía. Esta enzima cataliza la transferencia de un 
grupo metilo desde el cofactor SAM a la posición C5 de una citosina. El 
mecanismo general consiste en la adición nucleofílica de un residuo cisteína a 
la posición C6 de la citosina junto con la hipotética transferencia de un protón a 
la posición N3 del mismo. A continuación tiene lugar la transferencia de metilo 
desde el cofactor al anillo de la citosina, y por último la β-eliminación del protón 
sobrante de la posición C5 y de la cisteína enlazada a la citosina en su posición 
C6. 
En primer lugar realizamos simulaciones de 100 ns para el complejo 
ternario que consistió en la proteína, el cofactor y un dodecámero de ADN que 
contiene a la secuencia objetivo de reconocimiento. El punto de partida para 
nuestro estudio fue la estructura de rayos-X con código PDB 2HR1. En esta 
estructura la base nucleica citosina a metilar se encuentra volteada e insertada 
en el centro activo enzimático. La citosina objetivo es estabilizada y mantenida 
dentro del centro activo gracias a interacciones de puentes de hidrógeno que 
forma con los residuos Phe79, Glu119, Arg163 y Arg165. A lo largo de nuestras 
simulaciones estas interacciones permanecen estables. El complejo proteína-
ADN es estabilizado por numerosos enlaces de hidrógeno específicos que 
pueden ser mediados por moléculas de agua. Tras el estudio de las 
simulaciones de MD seleccionamos una estructura equilibrada para comenzar 
el estudio de la reactividad del sistema. Estudiamos el espacio 
multidimensional de energía libre asociado a la reacción catalizada por la 
enzima M.HhaI. Realizamos cálculos mediante la metodología híbrida QM/MM 
donde el subsistema cuántico fue descrito  mediante un Hamiltoniano 
semiempírico AM1 y corregido mediante el método M06-2X. Utilizamos el 
método de la cuerda para caracterizar los caminos de mínima energía libre 
asociados a todas las posibilidades mecanísticas. Tras trazar el camino de 
mínima energía libre definimos una variable colectiva como coordenada de 
reacción a través de la cual calculamos el PMF, obteniendo así los perfiles de 
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energía libre. Generalmente la exploración de las superficies de energía libre 
asociadas a reacciones químicas se realiza seleccionando una o dos 
coordenadas de reacción distinguidas, que inevitablemente sesgan los 
resultados de la simulación. En nuestro estudio el uso del método de la cuerda 
en un espacio multidimensional donde pueden tener lugar distintos eventos 
químicos elimina las asunciones apriorísticas. También llevamos a cabo 
cálculos de perturbación de la energía libre (FEP) con el objeto de determinar 
cuál podría ser la base encargada de abstraer el protón sobrante durante el 
paso de β-eliminación. La robustez de todos nuestros resultados fue analizada 
también a través de la exploración de las Superficies de Energía Potencial a 
nivel M06-2X/MM para cada uno de los pasos de los que consta el proceso. 
El mecanismo de reacción encontrado consiste en varias etapas 
químicas: 
- La desprotonación del residuo Cys81. La desprotonación puede ser 
mediada tanto por un residuo serina presente en las inmediaciones del 
centro activo como por una molécula de agua que, a su vez, donarían un 
protón a un grupo fosfato del ADN. Posteriormente este protón se 
transferiría al solvente. Esta desprotonación exhibe una característica 
atípica ya que el mediador en la desprotonación de la cisteína es el 
ADN, que actuaría así tanto como substrato como cofactor en el proceso 
de metilación. 
- La adición nucleofílica de la Cys81 desprotonada a la posición C6 del 
anillo de citosina, activando así la posición C5 del anillo hacia la 
metilación. En concordancia con las observaciones experimentales este 
proceso es un paso rápido, que constituye un equilibrio reversible.  
- La transferencia del grupo metilo desde el cofactor SAM hasta la 
posición C5 de la citosina que constituye el paso limitante de todo el 
proceso. La barrera de energía libre calculada para este paso a 300K es 
de 19.1 kcal·mol-1 y está en excelente concordancia con los valores 
obtenidos experimentalmente para la constante de velocidad del estado 
pre-estacionario cuyos valores se encuentran entre 19.5 y 20.2 kcal·mol-
1. 
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- La abstracción del protón sobrante en la posición C5 a través de una 
molécula de agua presente en el centro activo que, posteriormente, se 
transferiría a través de un canal de aguas hasta el disolvente. La 
transferencia de un protón desde el residuo Glu119 a la posición N3 del 
aducto metilado facilita el difícil proceso de β-eliminación por parte de la 
molécula de agua. Otras propuestas mecanísticas hipotetizaban con el 
hecho de que un anión hidroxilo fuera el encargado de llevar a cabo este 
proceso, ya que para llevar a cabo la β-eliminación es necesario la 
presencia de una base fuerte. Nuestros cálculos de perturbación de la 
energía libre muestran que la penalización de crear un anión hidroxilo en 
el centro activo eleva la energía libre asociada al proceso de abstracción 
protónica hasta valores incompatibles con una reacción enzimática. 
Nuestra propuesta mecanística explica el papel clave del residuo Glu119 
y cuál es la base encargada de la abstracción protónica, hechos no 
reportados hasta la fecha. Además la barrera de energía libre obtenida 
para nuestra propuesta (18.7 kcal·mol-1) está en muy buen acuerdo con 
los valores derivados de la constante de velocidad estacionaria (que se 
encuentran entre 19.4 y 21.0 kcal·mol-1). 
- Finalmente la reacción se completa a través de la ruptura del aducto 
formado entre la citosina y el residuo Cys81, y restaurando a su estado 
inicial el estado de protonación del residuo Glu119. 
Nuestros resultados clarifican la mayoría de los debates que están 
teniendo lugar en la actualidad en torno al mecanismo de reacción de las 
enzimas C5-ADN-Metiltransferasas así como de los papeles que cumplen los 
residuos presentes en el centro activo. Nuestra descripción mecanística 
además coincide con la mayoría de las observaciones experimentales hechas 
en torno a este sistema, explica el controvertido papel del residuo Glu119 e 
identifica la base que se encarga de la abstracción protónica durante el paso de 
β-eliminación. Por tanto, los resultados obtenidos en este trabajado pueden ser 
útiles para el diseño de nuevos y más eficientes inhibidores de las enzimas C5-
ADN-Metiltransferasas.  
 
197 
Discusión 
 
 
 
 
 
198 
Conclusiones/Conclusions 
 
 
 
 
 
 
6. CONCLUSIONES / CONCLUSIONS 
6.1. Conclusiones 
En todas las ADN-Metiltransferasas estudiadas la base nucleica a 
metilar debe ser volteada fuera de la doble hebra de ADN e insertada en el 
centro activo enzimático. Para estabilizar al complejo proteína-ADN se generan 
interacciones proteína-ADN a través de enlaces de hidrógeno. Las 
interacciones específicas que se establecen entre la enzima y el ADN se 
localizan principalmente en la secuencia de reconocimiento. También son de 
gran importancia los enlaces de hidrógeno y las interacciones de apilamiento-π 
que se establecen en el centro activo enzimático entre la base nucleica objetivo 
y los aminoácidos aromáticos circundantes. Además, el desapareamiento de la 
base a metilar tiene como consecuencia que una base nucleica quede huérfana 
de su par canónico. La enzima, haciendo uso de aminoácidos situados en 
regiones proteicas externas, establece interacciones de enlace de hidrógeno 
con la base huérfana que se encuentra en la doble hélice del ADN 
estabilizando la perturbación que supone el volteado de la base nucleica a 
metilar.  
En lo que respecta a los mecanismos de reacción enzimáticos podemos 
distinguir a los procesos que tienen lugar sobre el nitrógeno exocíclico (N4 y 
N6) de bases nucleicas de los procesos que tienen lugar sobre el carbono 
aromático (C5) del ciclo de la base nucleica. El primer de los procesos, que es 
llevado a cabo tanto por la N4 como por la N6-ADN-Metiltransferasa, se 
caracteriza por que el mecanismo de metilación depende de la presencia, o no, 
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de un aminoácido con características de base fuerte situado en el centro activo 
enzimático. Si en el centro activo enzimático disponemos de una base fuerte el 
mecanismo procederá abstrayendo el protón primero y transfiriéndose el metilo 
después. Si no hay una base fuerte presente en el centro activo el proceso es 
optimizado para que primero se transfiera el grupo metilo y posteriormente se 
abstraiga el protón sobrante mediante un entorno electrostático adaptado. 
El caso que concierne a la metilación de un carbono aromático (C5) 
supone un proceso químico más complicado. Un átomo de carbono aromático 
es un ácido muy débil y un nucleófilo débil y por tanto debe ser activado por el 
entorno enzimático para que pueda aceptar un grupo metilo. Esta tarea se lleva 
a cabo mediante la adición de un aminoácido nucleofílico presente en el centro 
activo sobre la posición vecina de la base objetivo rompiendo su aromaticidad. 
De esta manera el carbono objetivo a metilar queda activado y puede actuar 
como nucleófilo aceptando un grupo metilo del cofactor. 
Tras la formación del complejo metilado enzima-ADN tiene que tener 
lugar la abstracción del protón enlazado al átomo de carbono C5 y la ruptura 
del enlace entre la citosina y el aminoácido nucleófilo que se ha adicionado al 
ciclo arómatico de citosina. Este paso es una β-eliminación, es decir, una 
reacción que consiste en la ruptura de dos enlaces de átomos adyacentes 
formándose un nuevo enlace π, restableciéndose la aromaticidad de la citosina. 
Además, la abstracción del protón y la ruptura del enlace con el aminoácido 
nucleófilo ocurre en nuestro caso en la misma cara del ciclo de citosina, es 
decir, es una eliminación syn que es menos favorable que una de tipo anti. Este 
proceso es llevado a cabo en las C5-ADN-Metiltransferasas mediante la 
transferencia de un protón desde el aminoácido Glu119 a la posición N3 de la 
citosina, formando un intermedio donde la citosina está cargada positivamente 
lo que posibilita que una molécula de agua abstraiga el protón situado en la 
posición C5. Finalmente el protón situado en el átomo de nitrógeno N3 es 
transferido de vuelta al aminoácido dador de protón y el aminoácido que actúa 
como nucleófilo activando a la citosina en el primer paso rompe su enlace con 
ésta completándose la reacción. 
Las diferentes subfamilias de ADN-Metiltransferasas han desarrollado a 
lo largo de la evolución diferentes mecanismos y entornos enzimáticos 
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adaptados para catalizar y llevar a cabo de manera específica la metilación del 
ADN. En la presente tesis doctoral hemos examinado y caracterizado cada uno 
de los mecanismos de reacción que tienen lugar en las enzimas ADN-
Metiltransferasas mediante metodologías que simulan in silico entornos 
enzimáticos realistas de manera precisa. La enzima N4-ADN-Metiltransferasa 
M.PvuII al poseer una base fuerte en el centro activo actúa activando el 
nitrógeno exocíclico N4 para su posterior metilación, desprotonándolo en 
primer lugar, lo que constituye el paso limitante de la reacción. La enzima N6-
ADN-Metiltransferasa M.TaqI sin embargo no posee una base fuerte que sea 
capaz de desprotonar al nitrógeno exocíclico N6 y el primer paso es la 
transferencia de metilo desde el cofactor al nitrógeno N6. Este TS es 
estabilizado mediante enlaces de hidrógeno e interacciones π con aminoácidos 
presentes en el centro activo. La subfamilia de enzimas α y β de N6-ADN-
Metiltransferasas sí que poseen un aminoácido con características de base 
fuerte en el centro activo por lo que su mecanismo de reacción puede proceder 
con la transferencia del protón en primer lugar. En la enzima C5-ADN-
Metiltransferasa M.HhaI la transferencia de metilo al carbono C5 precede a la 
abstracción del protón. Este paso está estabilizado por la adición del residuo 
cisteína que activa el carbono C5 y por interacciones por enlace de hidrógeno 
con residuos presentes en el centro activo. 
 
6.2. Conclusions 
In all the studied DNA-Methyltransferases the nucleic base to be 
methylated has to be flipped out of the double stranded DNA and inserted into 
the active site of the enzyme. In order to stabilize the protein-DNA complex 
hydrogen bond interactions are formed between the protein and DNA. The 
specific interactions which are established between the enzyme and DNA are 
mainly located in the recognition sequence. Moreover, hydrogen bond and π-
stacking interactions which are formed within the enzyme active site between 
the target nucleic base and the surrounding aromatic amino acids are of great 
importance. Further, the mismatch of the base which will be methylated results 
in a nucleic base to remain orphan from its canonical pair. The enzyme, making 
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use of the amino acids placed in the external regions of the protein, establishes 
hydrogen bond interactions with the orphan base which is placed in the double 
helix of the DNA, stabilizing the perturbation that causes flipping out the nucleic 
base which will be methylated. 
Regarding the enzymatic reaction mechanisms we can distinguish 
between processes that take place on the exocyclic nitrogen atom (N4 and N6) 
of the nucleic bases and the processes that take place on the aromatic carbon 
atom (C5) of the cycle of the nucleic base. The first process, which is carried 
out by both the N4 and the N6-DNA-Methyltransferase, is featured by a 
methylation mechanism which depends on the presence, or not, in the active 
site of the enzyme of an amino acid which has characteristics of a strong base. 
If we have in the active site a strong base, the mechanism will firstly proceed 
abstracting the proton and transferring the methyl group afterwards. If there is 
no strong base present in the active site the process is optimized to transfer the 
methyl group in first place and abstracting the leftover proton afterwards 
through an adapted electrostatic environment. 
The case regarding the methylation of an aromatic carbon (C5) is a much 
more complicated chemical process. An aromatic carbon atom is a very weak 
acid and a weak nucleophile, therefore it has to be activated by the enzymatic 
environment in order to accept a methyl group. This task is carried out by the 
addition of a nucleophilic amino acid which is present in the active site on the 
neighboring position of the target base, breaking its aromaticity. In this way the 
target carbon atom to be methylated is activated and can act as a nucleophile 
accepting the methyl group from the cofactor.  
After the formation of the methylated enzyme-DNA complex the 
abstraction of the proton which is bonded to the C5 carbon atom has to occur. 
Also the bond between the cytosine and the nucleophilic amino acid which has 
formed a covalent bond with the aromatic ring of the cytosine has to be broken. 
This process consists of a β-elimination step, that is, a reaction that involves 
breaking two bonds regarding adjacent atoms while a new π bond is formed, so 
that the cytosine’s aromaticity is reestablished. Further, the abstraction of the 
proton and the breaking of the bond with the nucleophilic amino acid occur in 
our case at the same face of the cytosine ring, resulting in a syn elimination 
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which is less favorable that an anti elimination. This process is carried out in the 
C5-DNA-Mehtyltransferases by transferring a proton from the Glu119 amino 
acid to the N3 position of the cytosine forming an intermediate where the 
cytosine is positively charged which enables that a water molecule abstracts the 
proton placed in the C5 position. Finally, the proton placed in the N3 nitrogen 
atom is transferred back to the proton donor amino acid and the reaction 
concludes when the amino acid which acts as a nucleophile activating the 
cytosine in the first step breaks its bond with it.   
The different subfamilies of DNA-Methyltransferases have developed 
throughout the evolution different mechanisms and enzymatic environments 
adapted to catalyze and carry out, in a specific manner, the methylation of the 
DNA. In the present doctoral thesis we have examined and characterized each 
of the reaction mechanisms which take place in the DNA-Methyltransferase 
enzymes making use of methodologies which simulate in silico enzymatic 
environments in a realistic way. The M.PvuII N4-DNA-Methyltransferase 
enzyme has a strong base in the active site that acts activating the N4 exocyclic 
nitrogen for its subsequent methylation. This is carried out by firstly 
deprotonating the N4 atom which is the rate limiting step of the reaction. 
Conversely the M.TaqI N6-DNA-Methyltransferases does not have a strong 
base which is able to deprotonate the N6 exocyclic nitrogen and the rate limiting 
step of the reaction is the methyl transfer from the cofactor to the N6 nitrogen 
atom. This TS is stabilized through hydrogen bond interactions and π-
interactions formed with the amino acids placed in the active site. The α and β 
subfamilies of N6-DNA-Methyltransferases do have an amino acid that displays 
characteristics of a strong base in the active site. Therefore its reaction 
mechanism can proceed through the proton transfer occurring firstly. In the 
M.HhaI C5-ADN-Methyltransferase enzyme the methyl transfer to carbon C5 
precedes the proton abstraction. This step is stabilized by the addition of a 
cysteine residue which activates the C5 carbon atom and by hydrogen bond 
interactions with the surrounding residues in the active site. 
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7. RESUMEN / SUMMARY 
7.1. Resumen 
Introducción 
La presente Tesis Doctoral se centra en el estudio de la familia de 
enzimas ADN-Metiltransferasas (ADN-MTasas). Las ADN-MTasas catalizan la 
transferencia de un grupo metilo a una base nucleica objetivo del ADN. La 
transferencia de metilo tiene lugar desde el cofactor, S-adenosil-L-metionina 
(SAM), a una base adenina o citosina que forma parte de una secuencia 
específica de bases nucleicas que son reconocidas por la enzima. Cuando la 
metilación se lleva a cabo la base nucleica objetivo tiene que estar accesible a 
la proteína para que el proceso químico tenga lugar. Para ello todas las ADN-
MTasas giran la base objetivo a metilar fuera de la doble hélice de ADN, 
rompiendo el clásico apareamiento de bases e insertando la base objetivo a 
metilar dentro del centro activo de la enzima. La familia que conforma las ADN-
MTasas se puede dividir a su vez en dos subfamilias: las N-MTasas y las C-
MTasas. Las N-MTasas metilan la posición N6 de una adenina o la posición N4 
de una citosina y sólo se encuentran en organismos procariotas. Las C-MTasas 
metilan la posición C5 de una base citosina y se encuentran en organismos 
tanto eucariotas como procariotas.  
La metilación del ADN posee numerosas implicaciones de interés para 
los campos de la medicina, la química, la biología o la biotecnolgía. Mediante la 
metilación de las bases nucleicas se puede codificar nueva información de 
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manera estable pero reversible, siendo posible ampliar el alfabeto clásico 
codificado en el ADN a sus derivados metilados. A esta información se la 
denomina información epigenética y posee importantes funciones biológicas. 
En organismos eucarióticos la metilación del ADN, que tiene lugar únicamente 
en la posición C5 de una base nucleica citosina en una secuencia específica 
CpG, tiene efectos críticos sobre el genoma. La función asociada a este 
proceso es la de regular el desarrollo embrionario, la expresión genética, la 
protección del genoma ante el ADN egoísta, la inactivación del cromosoma-X, 
el mantenimiento de la integridad genética, la replicación, control o 
diferenciación del ADN o la de la regulación de la impronta genética. La 
metilación del ADN influye también en procesos cancerígenos: una hiper o hipo 
metilación da lugar a la desregulación de la replicación celular. Por tanto la 
metilación anormal de bases nucleicas citosinas se asocia con el desarrollo de 
cáncer. El campo de desarrollo de nuevos inhibidores de la enzima que lleva a 
cabo este proceso, la enzima C5-ADN-MTasa, es por tanto de gran interés 
para la comunidad científica.  
En organismos procarióticos las ADN-MTasas C5-ADN-MTasa, N6-ADN-
MTasa y N4-ADN-MTasa se usan para diferenciar ADN propio del ajeno a 
través del llamado mecanismo de restricción-modificación. La metilación del 
ADN está también involucrada en la protección del genoma propio del 
organismo, la reparación del ADN dañado intracelularmente y para la 
regulación de la expresión genética y de la replicación del ADN. Cabe remarcar 
el papel que tiene este proceso de metilación en la virulencia de la bacteria. De 
esta manera, las ADN-MTasas pertenecientes a estos organismos, que no se 
han encontrado en organismos eucarióticos, están siendo objeto de diseño de 
antibióticos y antivirales.  
 
Objetivos 
El objetivo de la presente Tesis Doctoral es estudiar el mecanismo de 
reacción de las enzimas ADN-MTasas mediante los métodos que nos ofrece la 
química teórica y computacional. La elección de esta familia de enzimas 
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supone un doble reto. El primero es el de descubrir cómo actúan estas enzimas 
a nivel atomístico. Pretendemos estudiar el mecanismo de reacción que da 
lugar a la metilación del ADN así como el estudio del complejo enzima-ADN 
que se forma previamente. Nuestra intención es la comprensión de los 
mecanismos reguladores de modificaciones epigenéticas llevados a cabo por 
esta familia de enzimas para así poder desarrollar en el futuro fármacos para el 
tratamiento de enfermedades asociadas a estos procesos. El segundo reto es 
el de aplicar y ganar experiencia sobre las técnicas de la química 
computacional para el estudio de sistemas biológicos complejos. Queremos 
aplicar la metodología de la Dinámica Molecular (MD) y la metodología híbrida 
Mecánica Cuántica/Mecánica Molecular (QM/MM) para el estudio 
pormenorizado de la metilación del ADN.  
En concreto los objetivos específicos planteados y abordados a lo largo 
de la Tesis Doctoral son: 
- El estudio del mecanismo de reacción de la enzima N4-ADN-
Metiltransferasa perteneciente al organismo Proteus vulgaris mediante la 
metodología híbrida QM/MM. 
- El estudio de la promiscuidad de la enzima N4-ADN-Metiltransferasa 
hacia substratos adenina.  
- La determinación del mecanismo de reacción de la enzima N6-ADN-
Metiltransferasa perteneciente al organismo Thermus aquaticus 
mediante la metodología híbrida QM/MM. 
- El estudio del mecanismo en las variantes enzimáticas que pueden 
darse en la familia de enzimas N6-ADN-Metiltransferasas. 
- El estudio del mecanismo de reacción de la enzima C5-Metiltransferasa 
perteneciente al organismo Haemophilus haemolyticus mediante la 
metodología híbrida QM/MM. 
- Analizar las interacciones más importantes que estabilizan a los 
complejos proteína-ADN. 
- Concluir sobre las características del mecanismo epigenético de 
metilación del ADN con la finalidad de, en un futuro, diseñar fármacos 
específicos para cada subfamilia. 
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Metodología 
La metodología empleada para el estudio de las ADN-MTasas ha sido la 
siguiente: 
- Simulaciones de dinámica molecular clásica (MM) con el propósito de 
construir modelos adecuados de los complejos de Michaelis de las 
enzimas estudiadas. En estas simulaciones se analizan las interacciones 
establecidas entre la proteína el cofactor y el ADN. 
- Superficies de Energía Potencial a nivel híbrido QM/MM con el objetivo 
de estudiar el mecanismo de reacción en función de coordenadas de 
reacción distinguidas. Como métodos QM hemos empleado tanto 
semiempíricos como derivados de la teoría del funcional de la densidad. 
- Simulaciones de dinámica molecular QM/MM con el objetivo de 
determinar los perfiles de energía libre asociados a las reacciones 
estudiadas. Para ello se han utilizado diferentes metodologías 
implementadas en el seno de nuestro grupo de investigación como el 
método de la cuerda y la construcción de coordendas de camino que 
permiten explorar mecanismos de reacción complejos. 
 
Resultados y Conclusiones 
En la presente Tesis Doctoral se ha estudiado el mecanismo de reacción 
para una enzima representante de cada subgrupo de ADN-MTasas (N4,N6 y 
C5 ADN-MTasas). Para el estudio minucioso de la familia de enzimas ADN-
MTasas construimos modelos que pueden simular de manera realista un 
sistema tan complejo como las ADN-MTasas, donde el sustrato es una 
molécula, el ADN, que contiene un gran número de átomos que interaccionan 
con la proteína. Mediante la inclusión del sistema completo se modeliza el 
entorno enzimático en su totalidad y a nivel atomístico. El entorno enzimático 
es el responsable del efecto catalítico de las enzimas debido, principalmente, a 
la complementariedad en términos electrostáticos entre el centro activo y el 
estado de transición. En segundo lugar es necesario incluir la flexibilidad de 
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este modelo completo y su dinámica. Al estudiar procesos químicos que tienen 
lugar en medios condensados existen muchos grados de libertad y los estados 
estacionarios están formados por familias de conformaciones. Tenemos que 
calcular valores promedio de las propiedades del sistema sobre diferentes 
conformaciones para que puedan ser comparadas con valores experimentales. 
Para el estudio de la reactividad química tenemos que explorar los colectivos 
compuestos por múltiples conformaciones asociadas a diferentes estados de 
reactivos, intermedios, estados de transición y productos. Esto lo podemos 
llevar a cabo mediante el cálculo del potencial de fuerza media mediante el cual 
podemos seguir la variación de la energía libre a lo largo de una coordenada de 
reacción. 
Para la enzima M.PvuII N4-ADN-MTasa, se ha estudiado el mecanismo 
de reacción en un modelo donde se incluye la enzima, la base nucleica a 
metilar, el cofactor SAM y el disolvente. El mecanismo catalítico consiste en la 
desprotonación del nitrógeno exocíclico de la base nucleica citosina por medio 
de un residuo serina situado en el centro activo que a su vez dona un protón a 
un aspartato al cual se encuentra interaccionando mediante un enlace de 
hidrógeno. Posteriormente tiene lugar la transferencia del grupo metilo del 
cofactor a la base nucleica. También se ha estudiado el mecanismo de 
promiscuidad que tiene lugar en las enzimas N6 y N4-ADN-MTasas. Así 
demostramos que la enzima N4-ADN-MTasa también metila bases adeninas a 
través de un mecanismo de reacción análogo aunque con una barrera 
ligeramente superior.  
Para la enzima M.TaqI N6-ADN-MTasa hemos trabajado con un modelo 
completo ya que la estructura cristalina se encuentra disponible en la base de 
datos cristalográficos de proteínas. En este sistema que consiste en la enzima, 
un decámero de ADN, el cofactor SAM, y una caja de aguas con contraiones, 
hemos realizado el estudio de las interacciones más importantes que se 
establecen en el reconocimiento entre la enzima y el ADN mediante 
simulaciones de dinámica molecular. También hemos analizado cómo la doble 
hebra de ADN adquiere una conformación inusual durante nuestras 
simulaciones al unirse a la enzima. Aplicamos una nueva metodología, el 
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método de la cuerda, implementada en nuestro grupo de investigación, para 
trazar el camino de mínima energía libre y definir una variable colectiva que 
utilizamos como coordenada de reacción. Nuestra barrera de energía libre 
obtenida teóricamente mediante el cálculo del PMF coincide con la energía 
libre derivada de la constante de velocidad de la etapa química obtenida 
experimentalmente. El mecanismo de reacción corresponde a un mecanismo 
por pasos donde en primer lugar se transfiere el grupo metilo desde el cofactor 
SAM a la posición N6 de la base adenina para posteriormente, en una segunda 
etapa del mecanismo, producirse la abstracción del protón sobrante. Hemos 
sido capaces de determinar la naturaleza de la base que abstrae el protón 
sobrante de la adenina una vez metilada. De acuerdo con nuestros resultados 
un residuo asparagina situado en el centro activo lleva a cabo esta 
desprotonación. También hemos realizado el estudio de la enzima M.TaqI N6-
ADN-MTasa donde hemos mutado uno de los aminoácidos clave para el 
mecanismo de reacción por otro que actúa en las subfamilias α/β de N6-ADN-
MTasas. Según nuestro estudio las diferentes subfamilias de enzimas N6-ADN-
MTasas habrían desarrollado diferentes estrategias para llevar a cabo la 
metilación dependiendo de la naturaleza de los residuos presentes en el centro 
activo. El mecanismo de reacción que tiene lugar en las ADN-MTasas que 
metilan un nitrógeno exocíclico se caracteriza por que el mecanismo de 
reacción depende de la presencia, o no, de un aminoácido con características 
de base fuerte situado en el centro activo. La presencia de una base fuerte 
posibilita que el mecanismo proceda primero a través de la abstracción de uno 
de los protones del nitrógeno exocíclico. Produciéndose posteriormente la 
transferencia de metilo. Si no se encuentra presente un aminoácido con 
características de base fuerte en el centro activo el mecanismo de reacción 
procederá transfiriendo al grupo metilo en primer lugar. 
Por último estudiamos la enzima M.HhaI C5-ADN-MTasa. En esta 
enzima hemos trabajado en un modelo completo (enzima-SAM-ADN, 
disolvente y contriones). Hemos utilizado la dinámica molecular para analizar 
las interacciones proteína-ADN. Posteriormente pasamos al estudio de su 
reactividad mediante el método de la cuerda. Tras trazar el camino de mínima 
energía libre y definir una variable colectiva como coordenada de reacción, 
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calculamos el PMF para el mecanismo de reacción. Se exploraron todas las 
posibles rutas mecanísticas y se calcularon los perfiles de energía libres para 
todas ellas. El mecanismo de reacción es un mecanismo complejo que consta 
de varios pasos, donde el papel de algunos residuos del centro activo no había 
sido definido todavía. Las enzimas C5-ADN-MTasas metilan el carbono 
aromático C5 de una citosina que es un ácido muy débil y un nucleófilo débil. 
Este carbono aromático deberá ser activado por el entorno para aceptar al 
grupo metilo mediante la adición a la posición C6 de un aminoácido nucleófilo. 
Además para que el paso relativo a la β-eliminación, que tiene lugar tras la 
transferencia de metilo, tenga lugar es necesario que se produzca la 
transferencia de un protón desde el aminoácido Glu119 a la posición N3 de la 
citosina, formando un intermedio cargado positivamente lo que permite que una 
molécula de agua abstraiga el protón sobrante de la posición C5. Nuestros 
resultados están de acuerdo con las observaciones experimentales obtenidas 
de mutantes y con las constantes catalíticas obtenidas experimentalmente. 
En todas las ADN-MTasas estudiadas se generan interacciones 
proteína-ADN a través de enlaces de hidrógeno para estabilizar al complejo 
proteína-ADN. Las interacciones específicas que se establecen entre la enzima 
y el ADN se localizan principalmente en la secuencia de reconocimiento. 
También se establecen interacciones de enlace de hidrógeno entre la base que 
queda huérfana en la doble hélice de ADN y la enzima que ayudan a estabilizar 
el complejo enzima-ADN. En el centro activo enzimático también se establecen 
interacciones por enlace de hidrógeno e interacciones de apilamiento-π entre 
los aminoácidos circundantes y la base nucleica a metilar. 
La química teórica y computacional nos permite el acceso a información 
sobre eventos de naturaleza química que no son accesibles a los 
experimentos. Así, en la presente Tesis Doctoral, se han determinado las 
etapas limitantes y sus correspondientes estados de transición asociados para 
los mecanismos de las N4, N6 y C5 ADN-Metiltransferasas.  La caracterización 
de los estados de transición y posibles intermedios de la reacción proporciona 
una valiosa información para la síntesis de drogas que actúen sobre estos 
procesos epigenéticos. El estudio del efecto de la mutación de residuos de 
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interés en los mecanismos de reacción así como el análisis de la promiscuidad 
de estas enzimas también contribuyen a comprender la naturaleza de la 
metilación del ADN, los diferentes caminos evolutivos que llevaron a diferenciar 
diversas subfamilias de proteínas N-MTasas bacterianas y su conexión 
evolutiva con las ADN MTasas de organismos eucarióticos. Así mismo el 
análisis de los diversos factores que actúan en la estabilización y unión del 
complejo proteína-ADN proporciona información sobre las cuestiones 
anteriormente citadas y una base para la comprensión del mecanismo 
específico de reconocimiento. 
 
7.2. Summary 
Introduction 
This Doctoral Thesis is focused on the study of the family of DNA-
Methyltransferases (DNA-MTases) enzymes. The DNA-MTases catalyze the 
methyl transfer to a target nucleic base of the DNA. The methyl transfer takes 
place from the cofactor, S-adenosyl-L-methionine (SAM), to an adenine or a 
cytosine base which are part of a specific sequence of nucleic bases which are 
recognized by the enzyme. When the methylation is carried out the target 
nucleic base has to be accessible to the protein so that the chemical process 
takes place. Due to this, all the DNA-MTases flip their target base out of the 
double-stranded DNA helix, breaking the classical base pairing and inserting 
the target base to be methylated inside the active site of the enzyme. The family 
that constitutes the DNA-MTases can, in turn, be divided in two subfamilies: the 
N-MTases and the C-MTases. The N-MTases methylate the N6 position of an 
adenine or the N4 position of a cytosine and they are only found in prokaryotes. 
The C-MTases methylate the C5 position of a cytosine base and they are found 
in both eukaryotes and prokaryotes. 
Methylation of the DNA has numerous implications of interest for 
medicine, chemistry, biology and biotechnology fields. Through the methylation 
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of the nucleic bases new information in a stable but reversible manner can be 
codified, therefore it is possible to extend the classic alphabet encoded in the 
DNA to its methylated forms. This information is called epigenetic information 
and has important biological roles. In eucaryotes the DNA methyltation, which 
only takes place at the C5 position of a cytosine nucleic base within a specific 
CpG sequence, has critical effects for the genome. The associated function to 
this process is to regulate the embryonic development, the genetic expression, 
the protection of the genome against selfish-DNA, inactivation of the X-
chromosome, maintenance of the genetic integrity, the replication, control or 
differentiation of the DNA or the regulation of the genomic imprinting. The DNA 
methylation has also influence in cancer: both a hyper and a hypo methylation 
provokes the deregulation of the cellular replication. Therefore the aberrant 
methylation of the nucleic bases has been associated with the development of 
cancer. The field concerning the development of new inhibitors of the enzyme 
that carries out this process, the C5-DNA-MTase enzyme, is therefore of great 
interest for the scientific community.  
In prokaryotes the C5-DNA-MTase, N6-DNA-MTase and the N4-DNA-
MTase are used to differentiate between self and non-self DNA through the so 
called restriction-modification system. The DNA methylation is also involved in 
the protection of the genome of the organism, the repair of the intracellular DNA 
damage and in the regulation of the genomic expression and the DNA 
replication. It should be highlighted the role that the methylation process has in 
the virulence of bacteria. In this way, the DNA-MTases that belong to these 
organisms, which have not been found in eukaryotes yet, are being a target for 
the design of antibiotics and antiviral drugs. 
 
Objectives 
The objective of this Doctoral Thesis is to study the reaction mechanism 
of the DNA-MTases enzymes by the methods offered by the theoretical and 
computational chemistry. Choosing this family of enzymes presents a dual 
challenge. The first one is to unravel how these enzymes act on an atomistic 
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level. We want to study the reaction mechanism which results in the DNA 
methylation as well as the enzyme-DNA complex which is previously formed. 
Our aim is to understand the regulatory mechanism regarding the epigenetic 
modifications carried out by this family of enzymes and therefore to develop 
drugs for the treatment of the diseases associated to these processes in the 
future. The second challenge is to apply and to gain experience about the 
techniques provided by the computational chemistry for the study of complex 
biological systems. We want to apply the Molecular Dynamics (MD) 
methodology and the hybrid Quantum Mechanics/Molecular Mechanics 
(QM/MM) methodology to thoroughly study the DNA methylation.  
Specifically, the objectives outlined and addressed throughout the 
Doctoral Thesis were: 
- The study of the reaction mechanism of the N4-DNA-Methyltransferase 
enzyme that belongs to the Proteus vulgaris organism by means of the 
hybrid QM/MM methodology. 
- The study of the promiscuity of the N4-DNA-Methyltransferase towards 
adenine substrates. 
- To determine the reaction mechanism of the N6-DNA-Methyltransferase 
enzyme that belongs to the Thermus aquaticus organism by means of 
the hybrid QM/MM methodology. 
- The study of the reaction mechanism of the enzymatic variants which are 
part of the N6-DNA-Methyltransferase family of enzymes. 
- The study of the reaction mechanism of the C5-DNA-Methyltransferase 
enzyme that belongs to the Haemophilus haemolyticus organism by 
means of the hybrid QM/MM methodology. 
- To analyze the most important interactions which stabilize the protein-
DNA complexes. 
- To extract conclusions about the features regarding the epigenetic 
mechanism of the DNA methylation with the goal of designing specific 
drugs for each subfamily of enzymes in the future. 
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Methodology 
The employed methodology for the study of the DNA-MTases has been 
the following one: 
- Classical molecular dynamics (MM) simulations for the purpose of 
building appropriate models of the Michaelis complexes of the enzymes 
studied. In these simulations the interactions stablished between the 
protein, the cofactor and the DNA were analyzed. 
- Potential Energy Surfaces at the QM/MM hybrid level for the purpose of 
studying the reaction mechanism as a function of distinguished reaction 
coordinates. As QM methods we have employed both semiempirical 
methods and methods derived from the density functional theory. 
- QM/MM molecular dynamics simulations for the purpose of determining 
the free energy profiles associated to the studied reactions. For this, 
different methodologies implemented in our research group were used as 
the string method and the construction of path coordinates which permit 
to explore complex reaction mechanisms.  
 
Results and Conclusions 
In this Doctoral Thesis the reaction mechanisms for one representative of 
each of the subfamilies of DNA-MTases (N4, N6 and C5 DNA-MTases) have 
been studied. To thoroughly study the family of DNA-MTases enzymes models 
are built to simulate in a realistic manner such a complex system as the DNA-
MTases are, where the susbtrate is a molecule, the DNA, which contains a 
large number of atoms which interact with the protein. By including the complete 
system we are able to model the enzymatic environment entirely and at 
atomistic level. The enzymatic environment is responsible for the catalytic effect 
of the enzymes mainly due to the complementarity in terms of its electrostatics 
between the active site and the transition state. In second place it is necessary 
to include the flexibility of this complete model and its dynamics. By studying 
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chemical processes which take place in condensed media a lot of degrees of 
freedom exist and the stationary states are formed by families of conformations. 
We will have to calculate the average values of the system’s properties over 
different conformations so that they can be compared with experimental values. 
To study the chemical reactivity we have to explore the ensembles which are 
formed by multiple conformations associated to different states of reactants, 
intermediates, transition states and products. We can accomplish this task by 
means of the potential of mean force calculation through which we can follow 
the variation of the free energy along one reaction coordinate. 
For the M.PvuII N4-ADN-MTase enzyme the reaction mechanism is 
studied in a model which included the enzyme, the nucleic base to be 
methylated, the cofactor SAM and the solvent. The reaction mechanism 
consists of the deprotonation of the exocyclic nitrogen of the cytosine nucleic 
base by means of a serine residue placed in the active site which, in turn, 
donates a proton to an aspartate residue which is hydrogen bonded to it. 
Subsequently the transfer of the methyl group from the cofactor SAM to the 
nucleic base takes place. The promiscuous mechanism which takes place in the 
N6 and N4-DNA-MTases is also studied. Therefore we show that the N4-DNA-
MTase enzyme also methylates adenine bases by means of an analogous 
reaction mechanism which however has a slightly higher barrier. 
To study the M.TaqI N6-ADN-MTase enzyme we have worked with a 
complete model as the crystallized structure is available in the protein 
crystallographic database. This system consists of the enzyme, a DNA 
decamer, the cofactor SAM and a box of waters including counterions. We have 
carried out the study of the most important interactions that are stablished in the 
recognition between the enzyme and the DNA by means of molecular dynamic 
simulations. We have also analyzed how the double stranded DNA acquires an 
unusual conformation during our simulations due to the binding with the 
enzyme. We applied a new methodology, the string method, implemented in our 
research group, to trace the minimum free energy path and to define a 
collective variable which was used as our reaction coordinate. Our free energy 
barrier obtained theoretically by means of the PMF calculation agrees with the 
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free energy derived from the rate constant of the chemical step obtained 
experimentally. The reaction mechanism is a stepwise one where in first turn 
the methyl group has to be transferred from the cofactor SAM to the N6 position 
of the adenine base. In the second step of the mechanism the abstraction of the 
leftover proton takes place. We were able to determine the nature of the base 
abstracting the leftover proton of the adenine once it has been methylated. 
According to our results an asparagine residue placed in the active site is the 
one responsible for the proton abstraction. We have also carried out the study 
of the M.TaqI N6-DNA-MTase where one of the key residues involved in the 
reaction mechanism has been mutated to another one that acts in the α/β 
subfamilies of the N6-DNA-MTases. According to our studies the different 
subfamilies of N6-DNA-MTases enzymes would have been developed different 
strategies to accomplish the methyl transfer depending on the nature of the 
residues which are present in the active site. The reaction mechanism which 
takes place in the DNA-MTases that methylate an exocyclic nitrogen is featured 
by depending on the presence, or not, of one amino acid placed in the active 
site which exhibits characteristics of strong base. The presence of a strong 
base enables the reaction mechanism to proceed first through the abstraction of 
one of the protons belonging to the exocyclic nitrogen atom. Subsequently the 
methyl transfer proceeds. If an amino acid with no strong base characteristics is 
present in the active site the reaction mechanism wil occur transferring the 
methyl group in first place. 
Finally we study the M.HhaI C5-ADN-MTase enzyme. For this enzyme 
we have worked on a complete model (enzyme-SAM-DNA, solvent and 
counterions). We have performed molecular dynamics simulations to analyze 
the protein-DNA interactions. Afterwards we start the study of the reactivity of 
the system by means of the string method methodology. After tracing the 
minimum free energy path and defining a collective variable as the reaction 
coordinate, we compute the PMF for the reaction mechanism. All the possible 
mechanistic paths are explored and the associated free energy profiles 
computed. The reaction mechanism is a complex one which consists of several 
steps, where the role of some key residues placed in the active site had not 
been defined yet. The C5-DNA-MTases enzymes methylate the aromatic 
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carbon C5 of a cytosine which is a very weak acid and a weak nucleophile. This 
aromatic carbon has to be activated by the environment to accept the methyl 
group by means of the addition of a nucleophilic amino acid to the C6 position. 
Moreover, for the step regarding the β-elimination, which occurs after the methyl 
transfer, the proton transfer from the Glu119 amino acid to the N3 position of 
the cytosine ring has to take place firstly. In this way a positively charged 
intermediate is formed so that a water molecule abstracts the leftover proton 
from the C5 position. Our results are in good agreement with the experimental 
observations obtained from mutants and with the rate constants also obtained 
experimentally. 
In all the studied DNA-MTases protein-DNA interactions are stablished 
through hydrogen bond interactions which stabilize the protein-DNA complex. 
The specific interactions which are stablished between the enzyme and the 
DNA are mainly placed in the recognition sequence. Hydrogen bond 
interactions are also stablished between the orphan nucleic base, which 
remains in the DNA double helix, and the enzyme. This interactions help to 
stabilize the overall enzyme-DNA complex. In the active site, hydrogen bond 
interactions as well as π-stacking interactions are also formed between the 
surrounding amino acids and the nucleic base to be methylated. 
Theoretical and computational chemistry gives us access to information 
regarding chemical events which are not accessible through experiments. In 
this way, in this Doctoral Thesis the rate limiting steps and the transition states 
associated to the reaction mechanisms of the N4, N6 and C5-DNA-
Methyltransferases have been determined. The characterization of the transition 
states and intermediates of the reaction provides valuable information for the 
synthesis of drugs that act on these epigenetic processes. The mutation of 
residues involved in the reaction mechanisms as well as the analysis of the 
promiscuity of these enzymes sheds light on the nature of the DNA methylation, 
the different evolutionary paths which leaded to differentiate between the N-
MTases subfamilies from bacteria and its evolutionary connection with the 
eukaryotic DNA-MTases. Moreover, the analysis of the different factors that act 
on the stabilization and the binding of the protein-DNA complex provides 
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information about the aforementioned questions and represent a starting point 
to understand the specific recognition mechanism. 
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